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Resumen 
 
La comprensión de los mecanismos de regeneración ósea es fundamental para 
plantear estrategias que promuevan la regeneración ósea tras el implante de una 
prótesis o durante la recuperación de una fractura. Los modelos experimentales de 
regeneración ósea y de osteoinducción/osteointegración con biomateriales son 
importantes por su capacidad de transferencia a la práctica clínica. La proteína 
relacionada con la parathormona (PTHrP) es un factor regulador clave en el 
remodelado óseo y la formación ósea. En la presente Tesis doctoral, se han 
caracterizado las propiedades osteogénicas del fragmento C-terminal de la PTHrP 
(107-139) y su capacidad para promover la formación y la regeneración ósea en 
situación de osteopenia con bajo remodelado óseo (ratones diabéticos tipo 1) y en la 
reparación de un defecto óseo (en fémur de conejo). Los ratones diabéticos mostraron 
un retardo en la regeneración ósea tras la ablación medular, asociado a una 
disminución de osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y vasos sanguíneos, y a un 
incremento en el número de adipocitos. En este modelo, se observó una pérdida de 
estructura ósea en el fémur intacto. In vitro, en células osteoblásticas de diferente 
grado de diferenciación la glucosa elevada (25 mM) indujo una disminución de la 
función osteoblástica. Estos efectos deletéreos in vivo e in vitro fueron revertidos, al 
menos en parte, por las acciones inducidas por el fragmento C-terminal de la PTHrP, 
de modo similar a las del fragmento N-terminal homólogo con la PTH. Por otro lado, en 
esta Tesis se han evaluado las propiedades osteogénicas conferidas por el péptido 
PTHrP (107-111) (osteostatina) en cultivos de células osteoblásticas. Además, el 
implante de dichos biomateriales con el péptido adsorbido en un modelo de defecto 
cavitario en el fémur del conejo permitió caracterizar su acción promotora de la 
formación y la reparación ósea. En conclusión, estos hallazgos demuestran los efectos 
osteogénicos del fragmento C-terminal de la PTHrP tanto in vivo como in vitro, y 
sugieren su utilización como posible agente terapéutico para promover la regeneración 
ósea y revertir la pérdida de masa y estructura óseas en la osteoporosis. 
 
 
Abstract 
 
Understanding the mechanisms of bone regeneration is of utmost importance to 
address the recovery of bone integrity following fracture. The experimental models of 
bone regeneration and osteoinduction/osteointegration with biomaterials are important 
in this regard from a translational perspective. Parathyroid hormone-related protein 
(PTHrP) is an important modulator of bone remodelling and bone formation. In this 
Doctoral Thesis, we assessed the ability of the C-terminal fragment of PTHrP (107-
139) to promote the bone formation and regeneration in a mouse model of diabetic low-
turnover osteopenia and a bone cavitary defect in the rabbit´s femur. Diabetic mice 
showed retardation of bone regeneration after marrow ablation; this was related to 
decreased osteoblasts, osteoclasts, osteocytes and blood vessels, and increased 
marrow adiposity. In this model, we also observed an altered bone structure in the 
intact femur. Moreover, we observed a decreased osteoblast function in different types 
of osteoblastic cells in vitro in the presence of high glucose (25 mM). These effects 
were reversed in part by the C-terminal PTHrP fragment, or by the N-terminal PTH-like 
fragment of this protein. On the other hand, in this Thesis we analyzed the osteogenic 
effects of PTHrP (107-111) (osteostatin) in osteoblastic cells. We also evaluated the 
capacity of bioceramics loaded with this peptide to repair a bone cavitary defect in the 
rabbit´s femur. In conclusion, these novel findings demonstrate the osteogenic features 
of C-terminal fragment of PTHrP in vivo and in vitro, and suggest that it could be 
envisioned as a putative therapy to promote bone regeneration and reverse the 
alterations in bone mass and structure in osteoporosis. 
    
Abreviaturas 
 
μCT   Microtomografía computerizada 
ADN   Ácido desoxiribonucleico 
ADNc   Ácido desoxiribonucleico complementario 
AG   Alta glucosa 
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ARNm   Ácido ribonucleico mensajero 
ARNr   Ácido ribonucleico ribosomal 
TCP   Fosfato tricálcico 
B.Ar   Área de hueso cortical 
BMPs   Proteínas morfogenéticas del hueso 
BS   Superficie ósea 
BV/TV   % de volumen óseo 
Cat k   Catepsina k 
CMO   Contenido mineral óseo 
CMMO  Células mesenquimales de la médula ósea 
Ct.Th      Espesor cortical 
CTR   Receptor de calcitonina 
DM   Diabetes mellitus 
DA   Grado de anisotropía 
DAB    3,3'-diaminobenzidina 
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IRS   Substratos del receptor de insulina 
    
Km   Constante de Michaelis-Menten 
LRP 5 Proteína 5 relacionada con el receptor de las lipoproteínas de 
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NLS       Secuencias de localización nuclear 
NF-κB   Factor nuclear kappa B 
MAPKs  Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MMI   Momento medio de inercia 
MSCs    Células madre mesenquimales 
M-CSF  Factor estimulante de colonias de macrófagos 
OC   Osteocalcina 
OPG   Osteoprotegerina 
OSX     Osterix 
PGs   Prostaglandinas 
Po   Porosidad 
PPAR   Receptor activador de la proliferación de peroxisomas 
PTH   Parathormona 
PTHR1  Receptor de PTH/PTHrP tipo 1  
PTHrP   Proteína relacionada con la parathormona 
RANK   Receptor activador de NF-κB  
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RT-PCR  Transcripción inversa-reacción en cadena de la polimerasa 
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SMI   Índice de estructura del modelo 
SOST   Gen de la esclerostina 
STZ   Estreptozotocina 
T/A   Temperatura ambiental 
Tb.N   Número de trabéculas 
Tb.Pf   Factor de patrón de hueso trabecular 
Tb.Th   Espesor trabecular 
TGF   Factor de crecimiento transformante 
TRAP   Fosfatasa acida tartrato resistente 
TSF   Tampón salino fosfatado 
TUNEL   TdT-mediated dUTP nick end labeling 
    
VEGF   Factor de crecimiento del endotelio vascular 
VEGFR-1  Receptor del VEGF tipo 1 
VEGFR-2  Receptor del VEGF tipo 2 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1 Metabolismo óseo 
 
1.1.1 El hueso 
El hueso es un tejido conjuntivo especializado que, junto con el cartílago, forma 
el sistema esquelético, el cual desempeña tres funciones: 1) mecánica, como apoyo y 
lugar de las inserciones musculares para la locomoción; 2) protectora para los órganos 
vitales y la médula ósea; y 3) metabólica, como reserva de iones, especialmente 
fosfato y calcio, para el mantenimiento de la homeostasis, imprescindible para la vida. 
El hueso se compone de una matriz extracelular capaz de mineralizarse y de células 
especializadas (1). 
El principal componente orgánico de la matriz ósea es el colágeno tipo I (90% 
de las proteínas totales). Además, en dicha matriz existen proteínas no colágenas con 
importantes funciones metabólicas, como la osteocalcina (OC, un marcador de 
maduración osteoblástica) y la osteopontina. La matriz ósea contiene abundantes 
sales minerales en forma cristalizada, en particular la hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2] 
y, en menor medida, carbonato cálcico además de sulfatos, fluoruros e hidróxido de 
magnesio (2). Por la disposición espacial de los cristales y fibras de colágeno 
distinguimos dos tipos de hueso: lamelar y no lamelar. El hueso lamelar está 
constituido por unidades de seis fibras antiparalelas de colágeno mineralizado y 
presenta gran resistencia mecánica, mientras que en el hueso no lamelar las fibras de 
colágeno están menos organizadas (3). Cuando existe un daño en el tejido óseo, éste 
se repara en primer lugar con tejido no lamelar que posteriormente será sustituido por 
tejido lamelar. 
Las estirpes celulares presentes en el hueso son:  
 
- Osteoclastos: Células multinucleadas procedentes de precursores del 
linaje monocito-macrófago. Son células que resorben hueso (tanto su matriz 
como el mineral). La microscopia electrónica pone de manifiesto su forma 
irregular, un citoplasma acidófilo, una zona perimetral estriada de unión al 
hueso y la tinción positiva para la fosfatasa ácida resistente al tartrato (TRAP) 
(Figura 1). 
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- Osteoblastos: Células de origen mesenquimal sintetizadoras de 
proteínas de matriz en las zonas de resorción, principalmente colágeno tipo I y 
fosfatasa alcalina (FA, enzima implicada en la mineralización), además de una 
gran variedad de factores de crecimiento y citoquinas que se acumulan en la 
matriz. Cuando no son metabólicamente activos, permanecen asociados a la 
superficie ósea como células de revestimiento (Figura 1). 
 
- Osteocitos: Células especializadas de la línea osteoblástica 
organizadas en el interior de lagunas pequeñas en la matriz mineralizada 
(Figura 1). Sus prolongaciones citoplasmáticas se extienden a través de una 
fina red de canalículos estrechos que forman una red interconectada por 
uniones intercelulares GAP o en hendidura que se distribuye por la superficie 
ósea. Estas células diferenciadas producen la esclerostina, proteína implicada 
en la regulación del remodelado óseo (ver más adelante).  
 
Existen dos tipos principales de hueso: cortical o compacto y trabecular o 
esponjoso (Figura 1B). Ambos tipos están compuestos de las mismas células y los 
mismos elementos de la matriz, pero presentan diferencias estructurales y funcionales. 
La principal diferencia estructural es cuantitativa: el 80-90 % del volumen del hueso 
cortical está calcificado, mientras que sólo lo está el 15-25 % del hueso trabecular (el 
resto está ocupado por médula ósea, vasos sanguíneos y tejido conjuntivo) (2). El 
hueso cortical desempeña una función mecánica y protectora, mientras el hueso 
trabecular ejerce funciones metabólicas. 
 
1.1.2 Formación ósea 
Existen dos tipos de procesos implicados en el crecimiento y desarrollo óseos: 
La osificación intramembranosa (huesos planos) y la osificación endocondral (huesos 
largos). Aunque en los huesos largos se dan ambos procesos. Durante la osificación 
intramembranosa,
 
 las células mesenquimales, bajo la influencia de factores de 
crecimiento locales, se condensan en una zona vascularizada del tejido conjuntivo 
embrionario, proliferando y diferenciándose directamente a pre-osteoblastos y 
osteoblastos. 
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La osificación endocondral
A B
Osteoblastos
Osteoclastos
Osteocitos
Epífisis
Diáfisis
Metáfisis
Placa de crecimiento
endocondral
Periósteo
Hueso trabecular
Osteocito
Osteoblasto
Osteoclasto
Célula de revestimiento
Capilar
OPG
RANKL
RANK
Hueso cortical
Osteona
Canal haversiano 
Endósteo
Médula ósea 
Osteoide
FS
FL
Precursor
osteoclástico
mononuclar
Precursor
osteoblástico
Osteocito
Unidad multicelular 
de remodelado (UMR):
Figura 1. (A) Imágenes representativas de osteoblastos (tinción de β-catenina), osteoclastos (tinción de fosfatasa acida
tartrato resistente) y osteocitos (tinción de esclerostina). (B) Esquema morfológico de un hueso largo. Unidad multicelular
de remodelado (UMR): tipos celulares y sus estadios de diferenciación. FS: factores secretados y FL: factores liberados
reguladores del remodelado óseo. OPG: osteoprotegerina; RANK: receptor activador de NF-κB; RANKL: ligando del
receptor activador de NF-κB.
 tiene lugar a partir de células mesenquimales que 
se diferencian y forman un cartílago avascular rudimentario. Posteriormente, y bajo la 
influencia del factor de crecimiento del endotelial vascular (VEGF), los vasos 
sanguíneos penetran en el cartílago, proporcionando el riego sanguíneo que formará 
la médula ósea hematopoyética. Los condrocitos hipertróficos son degradados por 
condroclastos, reemplazados por médula ósea y, posteriormente, por hueso 
mineralizado. Al ir avanzando este proceso, en las proximidades de los extremos del 
hueso (epífisis) se va formando una zona de cartílago proliferante, la placa de 
crecimiento metafisiaria. En este proceso se forman bandas de tejido cartilaginoso que 
sirven como molde temporal para el depósito de hueso mineralizado y facilitan su 
crecimiento longitudinal controlado (4,5) 
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La microvasculatura ósea juega un papel esencial tanto en el desarrollo como 
en el remodelado óseo. De hecho, durante la formación ósea, tanto intermembranosa 
como endocondral, tiene lugar una vascularización previa a la osteogénesis (6). Por 
otro lado, la pérdida de hueso trabecular relacionada con la edad o a la osteoporosis 
se asocia a una reducción del flujo sanguíneo en el tejido óseo. Además, en el proceso 
de reparación tras la fractura ósea, la formación del callo (formado por osteoblastos y 
condroblastos en una matriz de colágeno) depende de la adecuada vascularización de 
la zona de fractura (7,8) 
 
1.1.3 Remodelado óseo 
El hueso está en continuo remodelado para asegurar una correcta homeostasis 
mineral y mantener la integridad estructural ósea, y por lo tanto su resistencia (1,9). 
Los osteoclastos resorben la matriz mineralizada y los osteoblastos forman hueso 
nuevo en una secuencia coordinada de eventos que desarrollaremos a continuación. 
Diferentes sistemas de regulación, tanto sistémicos como locales, son necesarios para 
mantener ambos procesos en equilibrio. Alteraciones en estos sistemas reguladores 
pueden desequilibrar dicho balance y producir así patologías metabólicas óseas, como 
la osteoporosis o la osteopetrosis, que veremos más adelante. 
El remodelado óseo ocurre secuencialmente, es decir, de manera cíclica como 
un proceso de Activación-Resorción-Formación. El proceso comienza cuando células 
de estirpe osteoblástica que se encuentran revistiendo la superficie mineralizada a 
remodelar se retraen, dejando la superficie de hueso libre para que penetren los 
osteoclastos en la fase de activación. Este proceso parece iniciarse por los 
osteocitos, que pueden responder a un estímulo mecánico (microfracturas o falta de 
carga mecánica) o a señales endocrinas que actuarían directa o indirectamente sobre 
los mismos o las células de revestimiento. Posteriormente, en la fase de resorción, se 
produce un reclutamiento de osteoclastos que se polarizan y asocian a la superficie 
mineralizada, reorganizando su citoesqueleto para formar un anillo de actina que, junto 
con la expresión de integrinas en la superficie celular, les permitirá adherirse a la 
matriz ósea y formar una cámara sellada entre la membrana celular y el hueso 
mineralizado conocida como laguna de resorción o de Howship. La membrana 
plasmática de estas células desarrolla podosomas, formando un ribete en cepillo y, 
mediante H+-ATPasas, acidifican el medio de estas lagunas para solubilizar los 
cristales de hidroxiapatita. Paralelamente, secretan a la laguna TRAP, encargada de 
desfosforilar ciertas proteínas de la matriz, y enzimas lisosomales [metaloproteasas, 
catepsina K (Cat K)], que degradarán la matriz de colágeno. Mientras realizan esta 
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actividad, los osteoclastos se van desplazando por la superficie del hueso libre de 
células de revestimiento. A continuación (unos 20 días en humanos), los osteoclastos 
activos promueven el reclutamiento y diferenciación de precursores osteoblásticos y 
entran en apoptosis (fase reversa). Así, estas células precursoras desarrollan un 
programa de diferenciación celular por el cual adoptan forma cuboidal y abundante 
retículo endoplasmático rugoso y aparato de Golgi, polarizados hacia la zona de 
osteosíntesis. Esta diferenciación está regulada por diversos factores de transcripción, 
entre los que destacan el factor de transcripción 2 relacionado con RUNT (Runx2) y 
osterix (OSX), marcadores tempranos de diferenciación osteoblástica. Durante la fase 
de formación, tiene lugar primero la síntesis de osteoide, constituido en su mayor 
parte por una matriz de colágeno tipo I, en un proceso relativamente rápido (unos 11 
días en humanos), seguido de una fase de mineralización más lenta mediada por la 
FA que hidroliza fosfato orgánico dando lugar a fosfato inorgánico, necesario para la 
mineralización de la matriz. El proceso de remodelado óseo dura 2-3 meses en 
humanos. Al final, el 10-30% de los osteoblastos quedarán atrapados en la matriz 
mineralizada formando los osteocitos (10), otros quedarán sobre la nueva superficie 
ósea como células de revestimiento, mientras que la mayoría entrará en apoptosis. 
Figura 2. Resumen del proceso de remodelado óseo. (A) Fases de reposo y resorción ósea. (B) Fases de
postresorción y de formación ósea. (C) Fase de reposo. (Imágenes modificadas de Guyton AC. Tratado de
Fisiología médica. 11º Ed. Interamericana, México, 2006).
A
B
C
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En el hueso maduro sano, el balance del remodelado (la diferencia entre el 
hueso formado y eliminado) es neutro. La mayoría de las patologías metabólicas 
óseas tienen como resultado un balance de remodelado óseo negativo (como la 
osteoporosis y la osteomalacia), mientras que son menos comunes las patologías 
asociadas a un balance de remodelado positivo [como la osteopetrosis y la 
enfermedad de Van Buchem (11)]. 
 
1.1.3.1 Regulación endocrina del metabolismo óseo 
La parthormona (PTH) es una hormona esencial en el mantenimiento de la 
homeostasis fosfocálcica. El papel atribuído tradicionalmente a esta hormona sobre el 
hueso es el de activar la resorción, además de estimular directamente la reabsorción 
tubular de calcio a nivel renal y aumentar la absorción intestinal de calcio. Si bien 
aumenta el número y la actividad de los osteoclastos cuando se administra de forma 
contínua, administrada de forma intermitente tiene efectos anabólicos óseos, 
aumentando el remodelado con predominio de la formación, debido a una mayor 
actividad y supervivencia osteoblástica (12). Así, la modulación del metabolismo óseo 
de esta hormona es compleja, actuando directamente a través de su receptor 1 
(PTHR1) sobre los osteoblastos y, según se ha descrito recientemente, sobre los 
osteocitos (13).  
La calcitonina es una hormona secretada por las células parafoliculares de la 
glándula tiroides. Su acción sistémica es opuesta a la de la PTH. A nivel óseo, actúa 
directamente sobre los osteoclastos, que poseen receptores para esta hormona en su 
membrana celular, disminuyendo el número y actividad de los mismos (14). También 
se han descrito efectos antiapoptóticos en osteoblastos (15). La 1,25(OH)2-Vit D3 o 
calcitriol es el metabolito activo de la vitamina D3 que, además de aumentar la 
absorción intestinal de calcio, actúa sobre la mineralización del tejido óseo, 
estimulando la síntesis osteoblástica de FA (16) y de OC (17) tras la unión a su 
receptor VDR en osteoblastos. Estos efectos son dependientes de la diferenciación 
osteoblastica, mostrando un descenso en diversos marcadores osteoblásticos cuando 
la exposición a 1,25(OH)2-Vit D3 se hace en estadios tempranos de diferenciación (18). 
Las hormonas sexuales, estrógenos y andrógenos, son importantes tanto para la 
maduración del esqueleto en desarrollo como en su mantenimiento en adultos; 
previniendo de la pérdida de masa ósea asociada a la edad e inhibiendo la resorción 
ósea. Se ha demostrado que tanto los osteoclastos como los osteoblastos presentan 
receptores nucleares para estrógenos y receptores citosólicos para andrógenos 
(19,20), por lo que sus efectos antirresortivos podrían ser directos, o bien indirectos, 
mediados por los osteoblastos, a los que protege de la apoptosis (21-23).  
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La administración oral de glucocorticoides (GCs) se asocia a un aumento del 
riesgo de fractura de columna y cadera (24) y a una disminución de la densidad 
mineral ósea (DMO) (25). Los efectos catabólicos de los GCs sobre el hueso pueden 
ser directos sobre las células óseas, aumentando la actividad y viabilidad 
osteoclástica, tanto por una acción directa sobre este tipo celular (26) como por una 
disminución de la expresión de la osteoprotegerina (OPG) y un aumento de la 
expresión del ligando del receptor activador del factor nuclear κB (RANKL) por los 
osteoblastos (27). También puede ser indirectos, a través de la inhibición de la 
absorción intestinal de calcio y el aumento de su excreción renal, disminuyendo la 
secreción de hormonas sexuales (28) y originando un deterioro de la masa muscular, 
lo que conlleva a la pérdida de su efecto trófico sobre el hueso y a un incremento en la 
inestabilidad y riesgo de caídas (25, 29, 30). 
La insulina produce un aumento directo de la formación ósea, al estimular la 
síntesis de proteínas de la matriz ósea y favorecer su mineralización. A nivel celular, 
se han detectado receptores para insulina (IR) en osteoblastos (31), que señalizan a 
través de los substratos del receptor de insulina (IRS) específicos IRS-1 y IRS-2. Al 
parecer, el IRS-2 mantiene la dominancia de la formación ósea sobre la resorción, 
mientras que IR-1 regula el remodelado (32). Diversos estudios en modelos animales 
demuestran que la insulina estimula el metabolismo óseo independientemente de otros 
factores de crecimiento, hormonas o citoquinas (33). Las hormonas tiroideas son 
esenciales para el desarrollo normal del cartílago y el hueso endocondral e 
intramembranoso. Los efectos que la hormona triyodotironina ejerce sobre el tejido 
óseo son bifásicos, observándose efectos anabólicos durante el crecimiento y 
catabólicos en la etapa adulta. Estos efectos parecen estar mediados, al menos en 
parte, por el factor de crecimiento similar a insulina (IGF)-1 (34). La leptina es una 
hormona producida fundamentalmente en el tejido adiposo, con una función 
moduladora en el metabolismo energético, promoviendo la lipolisis y actuando como 
señal de saciedad. Recientemente se ha demostrado que tiene una función reguladora 
negativa en el hueso, al estar incrementada la masa ósea de ratones con supresión 
del gen de la leptina o de su receptor (35). Sin embargo, su acción es controvertida ya 
que se ha demostrado in vitro que es secretada por los osteoblastos, en los que 
promueve la mineralización (36). 
 
1.1.3.2 Regulación mecánica del metabolismo óseo 
El esqueleto, al ser el órgano responsable de dar soporte y protección a los 
demás tejidos y órganos, ha de ser un tejido adaptativo que responda a las cargas 
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mecánicas externas. Así, ya en 1638, Galileo documentó por vez primera la 
observación de que la forma de los huesos armoniza con la carga mecánica a la que 
son sometidos. Hoy sabemos que en ausencia de carga mecánica se pierde masa 
ósea, mientras que cuando existe una tensión mecánica la masa ósea se mantiene o 
aumenta; aunque los mecanismos de estos efectos no son totalmente conocidos (37). 
Además, de forma cotidiana, el hueso sufre microfracturas como consecuencia de las 
cargas e impactos a los que es sometido. Estas áreas microfracturadas son 
detectadas en el tejido óseo, en el que se inicia localmente el remodelado para su 
reparación. 
Aunque se ha demostrado que tanto las células de revestimiento como los 
osteoblastos maduros y los osteocitos responden a estímulos mecánicos (38), éstos 
últimos -que representan el 95% del total de células óseas- parecen ser los principales 
reguladores de estas respuestas adaptativas del remodelado óseo, al estar 
interconectados en el interior del tejido óseo calcificado en el hueso cortical. Pese a 
esto, existen pocos datos concluyentes acerca de cómo la tensión mecánica es 
detectada por estas células. Una de las teorías más aceptadas es la existencia de un 
flujo del medio intersticial de los canalículos y lagunas en el interior del tejido óseo 
calcificado. Este flujo sería provocado por las cargas mecánicas detectadas por los 
osteocitos a través de su membrana plasmática. En cualquier caso, no está claro si los 
mecanosensores serían los propios cuerpos celulares de los osteocitos y sus 
dendritas, que detectarían el flujo por deformaciones de membrana, o los posibles 
elementos de anclaje entre la membrana celular y la matriz ósea, que se alterarían por 
este flujo y transmitirían una señal intracelular, o bien cilios presentes en la membrana 
osteocítica (37). De cualquier modo, tras detectar el estímulo mecánico, los osteocitos 
producen rápidamente factores como NO y prostaglandinas (PGs) que inhiben 
localmente la resorción y aumentan la formación ósea (39). En ausencia de estímulos 
mecánicos, los osteocitos mantienen inhibida la formación ósea mediante la secreción 
de factores como esclerostina y la proteína relacionada con Dickkopf-1 (DKK1), 
inhibidores de las proteínas wingless-type (Wnt), esenciales para la diferenciación 
osteoblástica a través de la vía de señalización Wnt/β -catenina. Por el contrario, 
cuando existe una carga mecánica, la producción de estos factores se inhibe (37). 
Los osteocitos podrían detectar y transmitir la presencia de una microfractura a 
través de su apoptosis. Así, se ha demostrado que los osteocitos afectados por una 
microfractura expresan Bax, proteína proapoptótica, mientras que los circundantes 
expresan Bcl-2, proteína antiapoptótica. De esta forma, los osteocitos dañados 
emitirían señales pro-resortivas, mientras que los circundantes quedarían protegidos 
(40). Los osteocitos pueden secretar además factores de diferenciación osteoclástica, 
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como el RANKL y el factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF), en las 
dendritas, por lo que podrían estimular localmente la diferenciación osteoclástica en la 
superficie ósea (41). 
 
1.1.3.3 Otros factores locales en la regulación del remodelado óseo 
Los efectos moduladores sobre el metabolismo óseo están además 
coordinados por muchos otros agentes locales, que orquestan la acción de las células 
óseas. 
Los IGFs son unos de los factores de crecimiento más abundantes en el 
esqueleto. Se encuentran formando complejos, unidos a diversos tipos de proteínas 
fijadoras sintetizadas por los osteoblastos (IGFBPs) que controlan su biodisponibilidad. 
Sus dos isoformas, IGF-1 y IGF-2, poseen actividad anabólica, especialmente el IGF-
1, cuya síntesis es regulada por la hormona del crecimiento y la PTH (42,43). El IGF-1 
es secretado por los osteoclastos y los osteoblastos y regula la formación ósea, 
induciendo la diferenciación osteoblástica a través del factor de transcripción OSX 
(44). 
El factor de crecimiento transformante (TGF)-β es un factor producido por los 
osteoblastos con efectos autocrinos, estimulando el reclutamiento y la proliferación y 
diferenciación osteoblástica. Promueve la deposición de proteínas de la matriz y la 
expresión de Runx2; mientras que inhibe el receptor activador de proliferación de 
peroxisomas (PPARγ), un factor de diferenciación adipocítico (45). Parece promover la 
osteoclastogénesis in vitro y la resorción ósea in vivo  aumentando su sensibilidad 
para RANKL (46). Las proteínas morfogenéticas del hueso (BMPs) son proteínas de 
la familia del TGF-β, producidas por los osteoblastos, en los que modulan su 
reclutamiento y diferenciación temprana. La BMP-2 activa la diferenciación 
osteoblástica a través de los factores de transcripción Runx2 y OSX (44), actuando 
tanto en osteoblastos como en las células mesenquimales precursoras (47).  
Las PGs, especialmente la E2, son también abundantes en el hueso, donde las 
producen los osteoblastos. Poseen efectos bifásicos tanto en la formación como en la 
resorción ósea, estimulando el desarrollo de osteoblastos y osteoclastos e inhibiendo a 
ambos tipos celulares maduros (9). Los factores de crecimiento de los fibroblastos 
(FGFs), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el factor de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) estimulan la replicación y diferenciación de 
las células óseas. El VEGF es secretado por vasos sanguíneos y osteoblastos y 
parece tener un importante papel en la diferenciación osteoblástica del hueso en 
regeneración (48); mientras que el PDGF está asociado a procesos de inflamación y la 
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familia de los FGF afectan a la proliferación y diferenciación osteoblástica y 
condrocítica a través de Runx2 (49). 
Las proteínas Wnt han cobrado recientemente un importante papel en la 
diferenciación osteoblástica. Wnt3a y Wnt10 parecen ser las más importantes en las 
células óseas donde actúan como activadores de la vía de señalización Wnt/β -
catenina, y potenciando la osteoblastogénesis en detrimento de la adipogénesis de 
células precursoras, mediante la modulación de Runx2 y PPARγ, respectivamente 
(50,51). 
 
1.1.3.4 La comunicación local en el remodelado óseo 
 
1.1.3.4.1 Activación del ciclo de remodelado: los osteocitos como iniciadores de 
la resorción ósea 
La evidencia actual indica que los osteocitos son importantes reguladores del 
remodelado óseo. El papel más importante de estas células es responder al estrés 
mecánico que puede producir microfracturas, como en las patologías con alto grado de 
remodelado. Los osteocitos responden a este estrés entrando en apoptosis, un efecto 
asociado al aumento de la osteoclastogénesis y, por lo tanto, de resorción de la matriz 
ósea deteriorada. Parece que la pérdida de osteocitos es esencial para el 
reclutamiento de osteoclastos, observación que se ve reforzada por el hecho de que 
los osteocitos vivos secretan TGF-β, el cual inhibe la osteoclastogénesis y/o la 
resorción por parte de los osteoclastos. Un estudio reciente ha demostrado que los 
osteoclastos resorben preferentemente huesos “viejos”, que contienen menos 
osteocitos (52). 
 
1.1.3.4.2 Activación de la resorción ósea: los osteoblastos regulan la 
osteoclastogénesis  
Entre los factores locales que controlan el remodelado óseo encontramos el 
sistema formado por la OPG y el RANKL. Las señales procedentes del osteoblasto al 
osteoclasto están bien descritas; entre ellas, las más importantes son M-CSF y el 
RANKL (potente activador osteoclástico), esenciales y suficientes para inducir la 
osteoclastogénesis (53). El RANKL, una proteína de la familia del TNF-α en la 
membrana de los osteoblastos que puede ser secretada por estas células, se une a 
RANK, presente en los precursores osteoclásticos, estimulando así su diferenciación y 
maduración a osteoclastos (54-56). La eliminación genética del RANKL y del RANK en 
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ratones produce una osteopetrosis por ausencia de osteoclastos maduros. Por el 
contrario, la administración de RANKL en ratones sanos induce hipercalcemia y 
osteoporosis (54). La activación del RANKL es regulada por la OPG, que al unirse al 
RANKL evita su interacción con RANK. De hecho, ratones con eliminación genética 
del gen de la OPG poseen un aumento de osteoclastos y de resorción ósea. Estos 
animales mueren por complicaciones asociadas a anormalidades esqueléticas y 
calcificaciones vasculares (54, 57).  
La PTH es un importante modulador del sistema OPG/RANKL. Esta hormona 
induce una expresión transitoria de RANKL en los osteoblastos. La administración 
intermitente de la PTH induce efectos anabólicos, aumentando el ratio OPG/RANKL y 
por lo tanto la formación ósea, mientras que una administración continua disminuye los 
niveles de OPG y aumenta los de RANKL, ejerciendo una acción catabólica en el 
hueso (53). Diversos moduladores de la actividad osteoclástica, como la 1,25(OH)2 
vitamina D3, la PG E2 y algunas citoquinas [interleuquina (IL)-1 e IL–6], actúan a través 
del RANKL y de forma simultánea sobre la OPG (52,55). De este modo, a través del 
balance OPG/RANKL, estos agentes regulan el remodelado óseo. El déficit 
estrogénico o androgénico incrementa esta relación, aumentando así la resorción ósea 
(58,59).  
 
1.1.3.4.3 La fase reversa  
 
- El papel de las lagunas de resorción 
Inicialmente se observó que la formación ósea en adultos sanos ocurre en 
lagunas de resorción vacías. Posteriormente, varios estudios han señalado que los 
osteoblastos y sus precursores cultivados in vitro forman hueso mineralizado 
preferentemente en las lagunas de resorción (60). Por otro lado, existen otras 
evidencias que indican que la superficie de resorción contiene señales importantes 
para el reclutamiento de los osteoblastos y/o sus precursores. En este sentido, las 
superficies de resorción en pacientes con osteopetrosis son mayores debido al 
elevado número de osteoclastos presentes (53). 
- Señalización bidireccional entre osteoclastos y osteoblastos 
Recientemente, se ha puesto de manifiesto un mecanismo bidireccional de 
comunicación entre los osteoblastos y los osteoclastos. Así, la expresión de efrina-B2 
en estas células conduce a la activación de la formación ósea por su unión a EphB4 
en los osteoblastos; mientras que dicha unión inhibe la osteoclastogénesis (61). Esta 
señalización podría estar implicada en la interacción entre los osteoclastos y las 
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células de revestimiento, que al estar en contacto permitiría a los osteoclastos inhibir la 
diferenciación osteoblástica durante la fase reversa (62). 
 
1.1.3.4.4 Formación ósea   
La mayoría de los estudios muestran que los osteoclastos juegan un papel 
central en el proceso de formación ósea pero no necesariamente relacionado con su 
actividad resortiva en la fase reversa (53). Además del mecanismo descrito 
anteriormente a través del sistema efrina-B2/EphB4, los osteoclastos parecen secretar 
señales paracrinas para los osteoblastos o liberar factores anabólicos de la matriz en 
el proceso resortivo. La activación de los osteoblastos es uno de los pasos más 
importantes del remodelado óseo. Entre los factores locales estimuladores de la 
formación ósea destacan TGF-β e IGF-1, producidos por los osteoclastos y liberados 
durante la resorción (63). Se ha demostrado que la supresión específica del receptor 
de IGF-1 en los osteoblastos conduce a una osteopenia asociada a menor formación 
ósea. El efecto anabólico de la PTH en ratones parece estar mediado por este factor y 
depender de la presencia de osteoclastos, por lo que el IGF-1 podría ser un factor 
acoplador de osteoclastos/osteoblastos (53). Un estudio (64) demuestra que los 
osteoclastos humanos maduros, independientemente de su actividad resortiva, 
secretan factores que pueden activar la formación de nódulos de mineralización por 
parte de los osteoblastos  
 
1.1.3.4.5 Terminación del ciclo de remodelado: papel de la esclerostina 
 Estudios recientes demuestran que los osteocitos pueden regular la formación 
ósea a través del contacto directo con otras estirpes osteoblásticas a través de 
uniones intercelulares. Los osteocitos producen esclerostina, un ligando de LRP5 
(proteína 5 relacionada con el receptor de las lipoproteínas de baja densidad) que 
previene la activación de la formación ósea a través de la vía Wnt/β-catenina (13). Su 
importancia radica en la observación de que la ausencia de esclerostina se asocia a la 
enfermedad de Van Buchem y a la esclerostosis, caracterizadas por una elevada 
masa ósea (53). Se sabe que tanto la PTH como la estimulación mecánica reducen la 
expresión de esclerostina, aumentando la formación ósea (65,66). Sin embargo, 
ratones deficientes en osteocitos muestran una baja tasa de formación ósea (53). Por 
tanto, existen evidencias suficientes para concluir que los osteocitos juegan un papel 
importante en la regulación tanto de la formación ósea como del remodelado óseo; 
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aunque aún existen incógnitas por resolver para establecer su verdadero papel en este 
proceso. 
 
1.1.4. Papel de la proteína relacionada con la PTH (PTHrP) en el hueso 
La PTHrP se identificó inicialmente por su papel patogénico en la hipercalcemia 
tumoral de origen humoral (67). El aislamiento y secuenciación de la PTHrP al final de 
la década de los 80 permitió comprobar la similitud estructural del extremo N-terminal 
de esta proteína con la PTH. Actualmente se sabe que la PTHrP y el receptor tipo 1 
común para PTH/PTHrP (PTHR1) se expresan en una amplia variedad de tejidos, 
malignos y no malignos, donde la PTHrP ejerce efectos auto/paracrinos e intracrinos 
(68,69). En el entorno óseo, la PTHrP es sintetizada por los osteoblastos y 
condrocitos, y juega un papel importante en el desarrollo del hueso endocondral y 
como regulador del metabolismo óseo en adultos (70,71). De hecho, la supresión 
homocigótica del gen de la PTHrP genera una condrodisplasia letal perinatal en el 
ratón; mientras que los animales con supresión heterocigótica de este gen son viables 
pero muestran una reducción significativa de la masa ósea (71). Evolutivamente, el 
gen de la PTHrP proviene de un ancestro común a la PTH, con la que conserva una 
gran homología estructural. Ciertos autores creen que el gen original sería muy similar 
al de la PTHrP, y sitúan su aparición en los primeros protovertebrados del Cámbrico, 
hace 450-500 millones de años (72). El gen de la PTH, como hormona calciotropa 
producida en una glándula especializada (paratiroides), se generaría posteriormente, 
en los primeros anfibios, por duplicación cromosómica. Estos datos están apoyados 
por la similitud nucleotídica de las regiones cromosómicas que rodean a ambos genes 
(73) y por el hecho de que la PTHrP se ha localizado en peces teleósteos, carentes de 
glándula paratiroides, en los que es la principal proteína calciotropa (74). 
El gen de la PTHrP humana se encuentra localizado en el brazo corto del 
cromosoma 12. Contiene 8 exones y presenta, al menos, 3 promotores y un 
silenciador en la región 5´. Por procesamiento alternativo en el extremo 3´ se generan 
tres tipos distintos de ARNm, que dan lugar a tres isoformas proteicas, de 139, 141 y 
173 aminoácidos (67) (Fig. 3). Cada una de estas isoformas codifica una secuencia N-
terminal común de 36 aminoácidos que contiene la región homóloga con la PTH (entre 
los aminoácidos 1-13). La conformación espacial (aunque no su secuencia) de la 
región 14-34 es similar en ambas proteínas, lo que permite su interacción con el 
PTHR1. Del aminoácido 35 al 111, la secuencia de la PTHrP está muy conservada en 
las distintas especies (en humanos solo difiere en dos aminoácidos respecto a la de 
    Tesis doctoral Daniel Lozano Borregón- Introducción 
 
 
14 
roedores). Como consecuencia de su procesamiento post-traduccional (75), la PTHrP 
puede generar: 1) un fragmento 1-36 en el extremo N-terminal; 2) un fragmento medio, 
cuyo extremo C-terminal podría estar entre los aminoácidos 90-100, una región rica en 
residuos multibásicos. Las secuencias 88-91 y 102-106 son dominios de localización 
nuclear/nucleolar (NLS) similares a los de ciertos factores de transcripción de 
mamíferos y virales; y 3) un posible fragmento C-terminal a partir del aminoácido 107 
(el dominio 102-106 es sustrato de enzimas convertasas). Este fragmento posee el 
pentapéptido 107-111 (conocido como osteostatina) (Fig. 3). 
Actualmente, la PTHrP se considera una proteína multifuncional capaz de 
ejercer una diversidad de acciones asociadas a sus diferentes fragmentos 
metabólicos. Sus acciones endocrinas, similares a las de la PTH, como la estimulación 
de la resorción ósea y la inhibición de la reabsorción renal del fosfato, se deben al 
fragmento N-terminal a través de su interacción con el PTHR1 en hueso y riñón, 
respectivamente (67-69,75). El PTHR1 es el único receptor clonado para la PTHrP. 
Este receptor pertenece a la familia de receptores con siete dominios transmembrana 
acoplado a proteínas G (tipo II)  (76,77). La interacción del fragmento N-terminal de la 
PTHrP con el PTHR1 activa las vías adenilato ciclasa/proteína quinasa A (PKA) y 
fosfolipasa C (PLC)/PKC, a través del acoplamiento de proteínas Gs y Gq, 
respectivamente, en los osteoblastos y en las células renales del túbulo proximal. El 
determinante de la activación de AMPc/PKA reside en los 6 primeros residuos N-
terminales de la PTHrP (78). La vía de activación de la PLC, con generación de 
trifosfato de inositol (IP3)/Ca2+ y/o activación de PKC, parece ser dependiente de la 
densidad de receptores (79-81). Ambas vías de señalización confluyen en la activación 
de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) para modular la 
proliferación/diferenciación osteoblástica (82,83). Recientemente, se ha clonado un 
receptor, que muestra homología con el PTHR1, el PTHR2, con especificidad 
preferencial para la PTH frente a la PTHrP (77), expresado preferentemente en 
cerebro y vasos. Además, se ha sugerido la existencia de receptores distintos del 
PTHR1 tanto para la PTHrP (1-36) como para otros dominios de la PTHrP en varios 
tipos celulares (75,84-87). Estudios recientes indican que aunque la PTH y la PTHrP 
interaccionan con el PTHR1 a través de su extremo N-terminal, aunque el tipo de 
interacción y como consecuencia las vías intracelulares activadas por cada una de 
estas proteínas podrían ser diferentes (88). Aunque el fragmento 1-36 de la PTHrP 
ejerce acciones anabólicas en el hueso, estimulando fundamentalmente la formación 
ósea (89-92), los posibles mecanismos asociados a esta acción osteogénica son poco 
conocidos.  
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La región media de la PTHrP, comprendida entre los aminoácidos 38 y 106, 
posee una función y tamaño exacto desconocidos. Esta región posee NLS entre los 
aminoácidos 87 y así ejerce acciones intracrinas. Se ha descrito una posible 
traducción alternativa de la PTHrP, a partir de codones CUG situados en la secuencia 
correspondiente a la pre-proteína, que liberaría a la proteína de la secuencia de 
enclave al retículo endoplásmico, facilitando su transporte al núcleo a través de los 
NLS (93,94).  
En el dominio C-terminal de la PTHrP, los fragmentos 107-112 y 107-139, 
limitados por aminoácidos básicos que podrían ser reconocidos por endopeptidasas 
(95), son potentes inhibidores de la actividad osteoclástica (85,96-99). De hecho, el 
Figura 3. Esquema del gen de la PTHrP humana y su procesamiento post-traduccional. El
gen de la PTHrP se encuentra en el brazo corto del cromosoma 12. Contiene 8 exones, de los
cuales 4 no son transcritos, 3 promotores (P) y dos silenciadores (S). El procesamiento
alternativo del gen da lugar a tres isoformas proteícas de 139, 141 ó 173 aminoácidos. Su
procesamiento post-traduccional puede generar tres tipos de fragmentos, el N-terminal (1-36),
homólogo a la PTH; la zona media (38-106), con secuencias de localización nuclear (NLS),
que podría comprender sólo hasta el aminoácido 96 por proteolísis a través de
endopeptidasas (E); y el C-terminal, que contiene la región de 5 aminoácidos 107-111,
osteostatina (OST), que podría liberarse como el f ragmento PTHrP (107-112); y una posible
f ragmento 141-173 en la isofoma más larga de la PTHrP.
P/SSP P
TATA TATAGCn -36 -7 1 139 140 173 140
141
Poli A Poli A Poli A
ESTRUCTURA GÉNICA
ISOFORMAS PROTEICAS
173
1 13
-36
141
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-1-1 3-4 19-34 37 88-91 96-98 102-106 139-140Multi-K/R
-36PRE PRO
139-36
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pentapéptido 107-111 de la PTHrP, presenta una potente actividad antiresortiva in vitro 
e in vivo (incluso a dosis de fM), lo que llevó a denominarlo osteostatina (95). Se ha 
demostrado que este dominio C-terminal de la PTHrP también afecta a la 
diferenciación y supervivencia osteoblásticas, a través de la activación de la PKC 
(100). Aunque aún no se ha logrado aislar un receptor para esta región C-terminal de 
la PTHrP, estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado una 
transactivación del receptor 2 del VEGF (VEGFR-2) asociada a sus acciones sobre la 
función osteoblástica (84,100).  
Además, se ha detectado inmunoreactividad para la región 141-173 en el 
carcinoma de próstata, la leche y el líquido amniótico humanos; indicando la presencia 
de este posible fragmento formado a partir de una de las tres isoformas de la PTHrP, 
cuyas acciones son aún desconocidas en parte (101), aunque se ha demostrado que 
protege frente a la apoptosis en el cáncer de pulmón y próstata (72,102). 
 
1.2. Osteoporosis 
El termino osteoporosis indica una pérdida de masa y de calidad ósea (p.e., 
mayor porosidad), con el consiguiente riesgo de fracturas de columna vertebral, 
muñeca, cadera o costillas (103). Esta patología se considera como la “epidemia 
silenciosa”, ya que a menudo no existen síntomas específicos antes de que se 
produzca la fractura. Aproximadamente más de 200 millones de personas en el mundo 
(3,5 millones de personas en España) padecen esta enfermedad actualmente (104); 
una población que se estima crecerá durante los próximos años debido a la longevidad 
y a la pauta de vida. La forma más fiable de determinar la pérdida de masa ósea es 
medir la DMO a través de absorciometría de rayos X de energía dual (DXA). La 
Organización Mundial de la Salud considera a una paciente osteoporótica cuando la 
DMO en columna, cadera o muñeca se desvían al menos 2,5 desviaciones estándar 
de la media de una mujer caucásica  joven y sana, y expresa como el T-score menor o 
igual a -2,5. Los valores de T-score entre 1 y 2,5 desviaciones estándar constituyen 
osteopenia (105). La osteoporosis afecta sobre todo a las mujeres postmenopaúsicas 
(con depleción estrogénica) pero también a los varones a partir de los 50 años. Las 
fracturas osteoporóticas son comunes y se asocian a factores físicos, sociales y 
económicos (106). El número de fracturas de cadera en todo el mundo fue de cerca de 
2 millones en 1990, siendo la estimación para el año 2050 de 6 millones. Este tipo de 
fracturas necesitan de hospitalización y son mortales en el 20% de los casos, 
produciendo una discapacidad permanente en aproximadamente la mitad de los 
pacientes. Ello ha supuesto en la Unión Europea un coste sanitario de 3500 millones 
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de Euros al año (107). Las principales patologías asociadas a osteoporosis se señalan 
en la Tabla 1. 
En la osteoporosis existe una alteración del remodelado óseo debida a dos 
causas fundamentales, normalmente asociadas: 1) un aumento de las unidades 
multicelulares de remodelado óseo (UMRs) y 2) un predominio de la resorción sobre la 
formación ósea (108,109). El origen de la pérdida de masa ósea es multifactorial; así, 
se asocia a la edad y a la menopausia (osteoporosis primaria), al tratamiento 
prolongado con ciertos fármacos (p.e., GCs) o a otros factores de riesgo, entre los que 
se encuentran algunos síndromes endocrinos.  
 
1.2.1. Osteoporosis secundaria a diabetes mellitus (DM) 
La DM es la cuarta causa de muerte en los países desarrollados y constituye 
una amenaza creciente para la salud mundial. Afecta a más de 230 millones de 
personas en el mundo (2,5 millones de personas en España) y se calcula que para el 
año 2025 esta cifra aumentará hasta alcanzar los 333 millones (el 6 % de la población 
mundial). La DM se describe como un desorden metabólico multifactorial caracterizado 
por una hiperglucemia [niveles basales de glucosa en plasma superiores o iguales a 
200 mg/dl (110)] crónica como consecuencia de alteraciones en la secreción y/o en las 
acciones de la insulina. Puesto que la insulina afecta al metabolismo de carbohidratos, 
grasas y proteínas en los tejidos en los que actúa, sus alteraciones a largo plazo en la 
DM incluyen disfunciones de varios órganos: retinopatía, nefropatía (que puede 
conducir al fracaso renal), neuropatía, y alteraciones cardiovasculares. 
Tabla 1. Tipos de osteoporosis
A) Osteoporosis primaria
1. Posmenopaúsica y senil
2. Juvenil
B) Osteoporosis secundaria
1. Endocrina: corteza suprarrenal (enfermedad de Cushing), trastornos gonadales
(hipogonadismo), hipofisiaria (hipopituitarismo), páncreas (diabetes), tiroides
(hipertiroidismo), paratiroides (hiperparatiroidismo)
2. Sustitución y expansión de médula ósea: mieloma, leucemia, enfermedad metastásica,
enfermedad de Gaucher, anemias
3. Fármacos y sustancias: corticoesteroides, heparina, anticonvulsionantes,
inmunosupresores y alcohol (combinado con malnutrición)
4. Nefropatía crónica: enfermedad renal crónica, insuficiencia hepática, mala absorción
gastrointestinal, inmovilización crónica
5. Déficit de vitamina D, vitamina C, calcio y malnutrición
6. Alteraciones congénitas del metabolismo: osteogénesis imperfecta, homocistinuria
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La DM tipo 1 (dependiente de insulina) se caracteriza por una escasa o nula 
producción de insulina como consecuencia de la destrucción de las células  β de los 
islotes pancreáticos, asociada a mecanismos proinflamatorios que desencadenan un 
proceso autoinmune. Factores genéticos, ambientales y autoinmunes contribuyen al 
desarrollo de esta enfermedad. En la DM tipo 2 (independiente de insulina) existe una 
resistencia a la insulina como condición necesaria aunque no suficiente, ya que se 
precisan otros factores (dieta, obesidad y genéticos) que determinen su aparición. 
Mientras que la prevalencia media en España de este tipo de diabetes está entre el 5 y 
el 10% (incluyendo las diferencias entre sexos y grupos de edad), por encima de los 
70 años esta prevalencia alcanza al 25% de la población (111). Sustancias como el 
ácido nicotínico, los GCs, la hormona  tiroidea, los agonistas α y β-adrenérgicos y el 
interferón-α pueden inducir DM a través de alteraciones  en la secreción de insulina 
(112). 
 
1.2.1.1  DM y su influencia en el hueso 
Desde hace relativamente pocos años, se ha prestado atención a las 
alteraciones del metabolismo óseo en el sujeto diabético (113-118). Los factores que 
definen los grupos de riesgo de osteoporosis en la población general (edad, genética, 
estado hormonal, hábitos alimenticios) se aplican a los pacientes diabéticos. Sin 
embargo, en éstos aparecen factores específicos relacionados con las complicaciones 
de la DM que se asocian a la pérdida de masa ósea y al riesgo de fracturas (119). 
La DM tipo 2 se ha relacionado con un aumento del riesgo de fractura, aunque 
sus efectos sobre la DMO son controvertidos (118-122). Las variaciones de la DMO en 
estos pacientes se han atribuido a la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas 
(p.e., con mayor o menor grado de obesidad) y/o a las diferentes metodologías 
utilizadas (123, 124). Las fracturas en estos pacientes se han relacionado con la 
neuropatía periférica asociada a osteopenia focal y con otras complicaciones de la 
diabetes independientes de la calidad ósea, como la obesidad (125,126). 
Por otro lado, en los pacientes con DM tipo 1 existe una asociación clara entre 
la pérdida de masa ósea y la supresión de la formación ósea. Así, en este tipo de DM 
la osteopenia/osteoporosis es un hallazgo frecuente incluso en poblaciones jóvenes y 
constituye un factor de riesgo para padecer una fractura (118,119,127-133) que puede 
evolucionar a osteoporosis a largo plazo (118,121,122). En el caso de mujeres 
postmenopáusicas, este riesgo se eleva entre 7 y 12 veces en las diabéticas tipo 1 
(128,133). Otros estudios demuestran que los pacientes con DM tipo 1 tienen un 
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aumento del riesgo a padecer una fractura de ente 1,3–2,3 veces en la columna 
lumbar, de 1,4–2,6 veces la cabeza del fémur y de 1,8 veces en el radio distal (134). 
Los análisis de marcadores séricos de remodelado óseo en pacientes con DM 
tipo 1 sugieren que la resorción no está alterada (118) o incluso está disminuida (135). 
La tasa de formación ósea, sin embargo, es baja, en consonancia con la disminución 
de los niveles circulantes de OC. Esto sugiere que la disminución del número de 
osteoblastos y/o de la diferenciación osteoblástica podría contribuir a disminuir la 
formación ósea. Una disminución de la actividad osteoclástica podría también estar 
implicada en el decremento de maduración osteoblástica a través de factores de 
acoplamiento entre osteoblastos y osteoclastos (136). Por otro lado, la reducción de la 
actividad osteoclástica podría ser secundaria al déficit de maduración osteoblástica. 
En ratones con DM tipo 1, se ha observado una disminución de diferenciación y 
de actividad osteoblástica (137,138). Además, los huesos de estos ratones poseen un 
aumento de la adipogénesis (138). Esta observación apoya la hipótesis manejada 
actualmente de la relación inversa entre adipogénesis y osteogénesis. Así, la 
inducción de la diferenciación adipocítica en células mesenquimales de la médula 
ósea (CMMO) in vitro reduce la formación de osteoblastos maduros (139). Diferentes 
factores, tales como BMPs, citoquinas y adipoquinas (como la leptina) y la PTH 
promueven la osteogénesis e inhiben la adipogénesis (140, 141). Por otro lado, existe 
una relación inversa entre la adiposidad ósea y la DMO en la osteoporosis (142, 143). 
La activación de PPARγ a través de su unión a ligandos de ácidos grasos como los 
antidiabéticos troglitazona o la rosiglitazona induce la diferenciación adipocítica 
suprimiendo la maduración osteoblástica y la pérdida de masa ósea; mientras que 
ratones deficientes en PPARγ tienen aumentada la DMO.  
 
1.2.1.2 Factores implicados en la pérdida de masa ósea asociada a DM 
Aunque la relación entre la DM tipo 1 y la osteoporosis se conoce bien desde el 
punto de vista epidemiológico, no son tan bien conocidos los mecanismos 
fisiopatológicos subyacentes. En este sentido, una variedad de factores endocrinos y/o 
locales parecen estar implicados en las alteraciones del metabolismo óseo en el 
estado diabético (Fig. 4).  
El tratamiento con insulina en animales diabéticos normaliza la DMO y los 
marcadores de remodelado óseo (144). La osteopenia en los pacientes con DM tipo 1 
se puede recuperar a medio plazo con insulinoterapia y un adecuado control 
glucémico (145). Por otra parte, el tratamiento con insulina se ha asociado al 
incremento del riesgo de fractura de cadera en sujetos diabéticos (146). De hecho, la 
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duración del tratamiento con insulina podría ser un buen predictor de este riesgo de 
fracturas, especialmente en mujeres diabéticas tipo 2. Esto podría estar relacionado 
con el hecho de que la administración periódica de insulina conlleva un mayor riesgo 
de episodios de hipoglucemia y de caídas asociadas. El IGF-1 estimula la proliferación 
y la diferenciación de los precursores osteoblásticos y potencia la síntesis de colágeno 
tipo 1, disminuye su degradación y aumenta la mineralización en los osteoblastos 
maduros. El tratamiento con IGF-1 recupera el crecimiento óseo normal en ratas 
diabéticas tipo 1 (147), aunque no resultó eficaz en este sentido en mujeres 
postmenopáusicas diabéticas tipo 2 (148). 
La amilina es un péptido cosecretado con la insulina por las células β 
pancreáticas que regula la ingesta y absorción de nutrientes (149). Esta proteína 
estimula la proliferación de osteoblastos in vitro y actúa, probablemente a través del 
receptor de la calcitonina, reduciendo el desarrollo y la actividad de los osteoclastos, 
así como la resorción ósea (150). La amilina se ha detectado en el suero de pacientes 
con DM tipo 2 (pero no en los de tipo 1). La leptina lleva a cabo acciones 
contrapuestas sobre el hueso a través de dos mecanismos: 1) periférico y directo, 
estimulando la formación ósea e inhibiendo la resorción ósea, a través de un aumento 
de la relación OPG/RANKL (151); y 2) central e indirecto, inhibiendo la formación ósea 
(y probablemente la resorción) a través de su acción en el hipotálamo (152). Esta 
proteína podría estar implicada en la mayor osteogénesis observada en pacientes con 
DM tipo 2. La preptina es una hormona peptídica que incrementa la secreción de 
insulina mediada por glucosa. Recientemente, ha sido aislada de vesículas secretoras 
de insulina y amilina en las células ß de los islotes pancreáticos (153). La preptina 
ejerce acciones anabólicas en los osteoblastos in vitro pero no afecta a la actividad 
osteoclástica. In vivo, la administración local de esta hormona incrementa la formación 
de hueso en ratones macho adultos (153).  
En los últimos años, se ha comenzado a explorar el papel de las incretinas 
intestinales, particularmente los péptidos similares al glucagón (GLP)-1 y GLP-2, en 
la respuesta aguda postprandial de la resorción ósea. Se ha sugerido la existencia de 
un eje entero-óseo por el que la acción de estas hormonas canalizaría nutrientes hacia 
el tejido óseo (154). El GLP-1 posee una potente actividad insulinotrópica y acciones 
directas sobre el metabolismo de la glucosa en tejidos extrapancreáticos. En sujetos 
normales, se ha observado una reducción significativa del telopéptido C-terminal del 
colágeno tipo 1, un marcador de resorción ósea, tras la administración de GLP-1 en el 
transcurso de una sobrecarga intravenosa de glucosa (155). El efecto antiresortivo de 
este factor parece debido a sus efectos sobre la secreción de calcitonina. Por otra 
parte, se ha demostrado recientemente el papel osteogénico del GLP-1 en ratas con 
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resistencia a insulina o diabéticas tipo 2 (156). Dosis farmacológicas de GLP-2 
parecen disminuir la resorción ósea sin cambios en la formación, inclinando así el 
balance del remodelado óseo hacia esta última (155).  
 
 
Una de las complicaciones más conocidas de la diabetes es la microangiopatía. 
Teniendo en cuenta la relación conocida entre formación ósea y vascularización 
(157), las alteraciones de ésta podrían estar relacionadas con la pérdida de masa ósea 
en el estado diabético. Un estudio en ratas diabéticas no obesas ha demostrado que el 
desarrollo de osteoporosis precede al de la microangiopatía; por lo que ésta podría ser 
un efecto más que una causa de la osteoporosis (158). 
 En ratas BB diabéticas, existe una disminución en la absorción duodenal de 
calcio (159). En este sentido, se han observado anomalías en el metabolismo de la 
vitamina D en animales diabéticos, con una supresión del 1,25(OH)2D3 y la 
consecuente alteración del remodelado óseo, así como niveles disminuidos de 
vitamina D en niños y adolescentes diabéticos con mal control glucémico. La 
hiperglucemia parece impedir la respuesta de osteoblastos y osteoclastos al 
1,25(OH)2D3 en pacientes con DM tipo 2 (160). Por otro lado, la glucosuria produce por 
diuresis osmótica un exceso de excreción urinaria de calcio. Así pues, un balance 
negativo de calcio podría contribuir al aumento de resorción ósea en la DM.  
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1.2.2  Tratamientos farmacológicos de la osteoporosis 
 
1.2.2.1 Estrógenos y moduladores selectivos de receptores de estrógenos 
(SERMs) 
La terapia de reemplazo estrogénico en mujeres postmenopáusicas tiene 
efectos beneficiosos sobre la masa ósea, aunque no son tan patentes pasados los 5 
primeros años desde la menopausia (161). Sin embargo, el uso continuado de 
estrógenos puede aumentar el riesgo de cáncer de mama o de útero y cardiovascular 
en ciertos pacientes (162). Los SERMs son compuestos sintéticos que actúan como 
agonistas o antagonistas de los estrógenos en los diferentes tejidos que responden a 
estas hormonas. Así, el tamoxifeno actúa como agonista de los estrógenos sobre la 
mama, previniendo el desarrollo de tumores en mujeres postmenopáusicas, mientras 
que actúa como antagonista de los estrógenos en el útero (163). El raloxifeno actúa 
sobre los receptores estrogénicos óseos inhibiendo la producción de citoquinas pro-
resortivas y evitando la pérdida de masa ósea a nivel vertebral (164). 
 
1.2.2.2 Bifosfonatos 
Los bifosfonatos son compuestos sintéticos análogos al pirofosfato, formados 
por un esqueleto P-C-P más dos residuos variables en el carbono. Hoy en día son los 
agentes más comúnmente utilizados para prevenir y tratar la osteoporosis. Los 
bifosfonatos poseen avidez por la hidroxiapatita e inhiben la disolución de sus cristales 
como base de sus propiedades antirresortivas (165). Así, en el entorno óseo los 
bifosfonatos se asocian íntimamente a la superficie mineralizada. Al formar la laguna 
de resorción, los osteoclastos acidifican el medio, liberando a los bifosfonatos 
adheridos a dicha superficie, alcanzando concentraciones en el rango mM, y son 
internalizados por endocitosis por estas células, en las que bloquean diversos 
mecanismos intracelulares y provocan su apoptosis. 
Los bifosfonatos de última generación como el zolendronato y el risedronato, 
contienen un anillo heterocíclico nitrogenado unido al C central, lo que determina una 
mayor avidez por la hidroxiapatita. Además, tras ser internalizados por los osteoclastos 
se pueden reciclar para volver a asociarse a la superficie ósea, lo que determina su 
eficacia prolongada para prevenir la pérdida de masa ósea tras una única dosis 
intravenosa (166). También se ha sugerido su efecto protector de la apoptosis en los 
osteoblastos (15). Como efecto negativo, su potente acción inhibitoria de la actividad 
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osteoclástica puede determinar la supresión del remodelado óseo, generando un 
hueso adinámico. Esto puede conllevar al aumento de fragilidad ósea por acumulación 
de microfracturas, como han demostrado algunos estudios in vivo (167, 168). 
 
1.2.2.3 PTH 
Desde su aprobación por la FDA (Food and Drug Administration) en EEUU en 
2002 y en Europa en 2004, la PTH (1-34) recombinante humana (teriparatide) es el 
único agente anabólico óseo disponible actualmente para su uso clínico. Ha 
demostrado disminuir el riesgo de fractura hasta un 65% en pacientes osteoporóticos 
cuando se administra de forma intermitente (una inyección al día durante 18 meses), 
aumentando considerablemente la masa ósea tanto a nivel vertebral como apendicular 
(168).  
 La PTH ejerce sus acciones anabólicas en el hueso sobre células 
osteoprogenitoras, que expresan receptores PTHR1 en todas sus etapas de 
diferenciación. En administración intermitente, la PTH estimula la proliferación y 
diferenciación osteoblástica de estas células y de las células de revestimiento y 
disminuye su apoptosis, provocando un incremento neto en la formación ósea. Estos 
efectos parecen estar mediados por la activación de factores de transcripción como 
Runx2 y c-Fos y por la estimulación de IGF-1 y de TGF-β. Recientemente, se ha 
señalado la posible mediación de los osteocitos en dichas acciones anabólicas, al 
inhibir la PTH la secreción de esclerostina y así activar la diferenciación de las células 
de revestimiento (13). La PTH, sin embargo, tiene efectos opuestos en el hueso 
cuando se administra de forma continua, aumentando el número de UMRs con un 
componente preponderante de la resorción. Este efecto también está mediado por los 
osteoblastos, a través de un mecanismo que implica una disminución de la relación 
OPG/RANKL y un aumento de IGFBPs -que limitarían la cantidad de IGF-1 disponible- 
y de IL-6 e IL-11, con efectos osteoclastogénicos (169). 
En modelos animales existen evidencias de que la combinación de la PTH con 
un antiresortivo, como el alendronato o la OPG, puede tener efectos beneficiosos 
sobre el remodelado óseo. Sin embargo, existen también evidencias en sentido 
contrario de que el tratamiento combinado acorta la respuesta anabólica de la PTH 
(170). Estas discrepancias  podrían estar relacionadas con las dosis de PTH utilizadas 
y con la edad de los animales, que es importante en relación a la sensibilidad a la 
PTH. En humanos, la combinación de PTH con bifosfonatos atenúa los efectos 
anabólicos de la PTH (12). Una posible explicación es que los osteoclastos son 
necesarios para mediar la respuesta anabólica a la PTH al menos en roedores, lo que 
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enfatiza la importancia del mantenimiento de las señales locales entre osteoblastos y 
osteoclastos para mantener un nivel adecuado de remodelado óseo.  
 
1.2.2.4 Terapias relacionadas con factores implicados en la vía Wnt  
Como se ha comentado, los osteocitos producen esclerostina, cuyos niveles 
disminuyen tras el tratamiento con la PTH. Así pues, se ha planteado el desarrollo de 
anticuerpos contra la esclerostina como un posible nuevo tratamiento contra la 
osteoporosis. Un estudio en ratas ovariectomizadas ha demostrado que estos 
anticuerpos inducen una mayor formación ósea, aumentando la masa y resistencia 
ósea (171). En la misma línea, anticuerpos contra otro inhibidor de la vía wnt, DKK-1, 
también puede ser un tratamiento útil contra la osteoporosis, suprimiendo el 
crecimiento de tumores inducidos por un aumento de la resorción ósea, y aumentando 
la BMD, en ratones (172). Entre las nuevas vías de señalización se encuentra la de 
LRP5/serotonina, que según estudios recientes parece ser crucial para la masa y 
regeneración ósea (173).  
Un nuevo candidato prometedor como agente terapéutico en esta patología es 
el AMG162 (Denosumab), un anticuerpo contra el RANKL humano. El tratamiento con 
este anticuerpo reduce la resorción ósea, aumentando la DMO en mujeres 
postmenopaúsicas (174). Sin embargo, también reduce los niveles de marcadores de 
formación ósea (p.e. FA), lo que podría indicar una reducción en la activación de los 
osteoblastos como consecuencia de un menor número de osteoclastos. 
 
1.2.3 La PTHrP como agente osteogénico en la osteoporosis 
Se han evaluado los efectos anabólicos óseos del fragmento N-terminal de la 
PTHrP en ratas ovariectomizadas y en mujeres postmenopaúsicas. En el modelo 
animal, se han obtenido resultados positivos sobre la masa ósea con tan sólo 13 días 
de tratamiento (89); y su administración intermitente durante 6 meses aumentó tanto la 
DMO como los parámetros histomorfométricos de formación ósea, así como las 
propiedades biomecánicas del hueso cortical y trabecular; aunque de modo menos 
eficaz que la PTH (1-34) (91). Esta menor eficacia de la PTHrP (1-36) respecto a la 
PTH (1-34) se interpreta como consecuencia de la distinta farmacocinética de ambos 
péptidos. En mujeres postmenopáusicas, una dosis de 400 µg/día de PTHrP (1-36) 
durante 12 semanas indujo un aumento de OC y una disminución de derivados 
peptídicos del colágeno tipo 1, marcadores de resorción ósea; asociados a un 
aumento del 5% en la DMO de la columna lumbar (90).  
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Por otra parte, la administración diaria intermitente de PTHrP (107-111) durante 
13 días a ratas ovariectomizadas restauró la masa ósea y el contenido de calcio del 
fémur, aparentemente a expensas de un aparente efecto osteogénico sobre el hueso 
cortical (89). Recientemente, se ha demostrado que ratones con supresión de ambas 
regiones media y C-terminal de la PTHrP presentan osteoporosis y una disminución de 
la formación ósea (175). Además, en un estudio reciente, nuestro grupo ha 
demostrado que la administración subcutánea cada 2 días durante 2 semanas del 
fragmento nativo PTHrP (107-139), de modo similar a la del fragmento N-terminal 
PTHrP (1-36), revierte los efectos deletéreos de la 3-metylprednisolona (176). 
Los mecanismos asociados a estas acciones anabólicas y/u osteogénicas de la 
PTHrP no están suficiente estudiados. Se sabe que la exposición transitoria al 
fragmento N-terminal de la PTHrP aumenta la síntesis de colágeno y la diferenciación 
osteoblástica en diferentes tipos de preparaciones osteoblásticas (84, 177). Un 
hallazgo de nuestro grupo a resaltar en este sentido, es que ambos dominios de la 
PTHrP, N- y C-terminal, estimulan la expresión de VEGF en células osteoblásticas 
humanas (84,178). Sin embargo, sólo la PTHrP (107-139), y no la PTHrP (1-36), es 
capaz de interaccionar con el VEGFR2 para inducir la diferenciación y viabilidad 
osteoblástica (84,100). Esto abre nuevas perspectivas para llegar a entender las 
posibles acciones anabólicas del fragmento C-terminal de la PTHrP, teniendo en 
cuenta la estrecha relación entre angiogénesis y osteogénesis para modular la 
formación ósea. 
 
 
1.3  Regeneración ósea y biomateriales 
 
1.3.1. La regeneración ósea 
La comprensión de los mecanismos de regeneración es fundamental para 
entender el comportamiento del tejido óseo tras el implante de una prótesis o durante 
la recuperación de una fractura. La principal complicación de la osteoporosis es la 
fractura; en las intervenciones relacionadas con esta patología (como la reconstrucción 
de cadera, el implante o la substitución de prótesis articulares) es necesaria una 
adecuada regeneración ósea en torno a la zona intervenida que evite la pérdida de 
movilidad. Sin embargo, los estudios de este tipo en condiciones de 
osteopenia/osteoporosis son escasos. 
A diferencia de los tejidos blandos, cuya reparación va asociada a la 
producción de tejido fibroso, el hueso neo-formado es indistinguible del tejido no 
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dañado. Se sabe que los procesos de reparación ósea en adultos reproducen el 
desarrollo normal del esqueleto durante la embriogénesis (179). La formación ósea en 
el feto comienza con la condensación de células mesenquimales seguida de su 
diferenciación a condrocitos (osificación endocondral) o directamente a osteoblastos 
(formación ósea intramembranosa). En la mayoría de las fracturas, la formación del 
callo implica una combinación de osificación intramembranosa y endocondral (179). 
Sin embargo, factores como la inflamación, la escasez de células pluripotentes y 
osteoprogenitoras y el aumento de las fuerzas mecánicas a las que se ve sometido el 
hueso adulto son diferentes a la situación durante la embriogénesis. Los procesos 
moleculares y celulares implicados en la regeneración ósea son poco conocidos. La 
hipoxia y la inflamación inducen un aumento de vascularización alrededor de la zona 
dañada, y factores como las BMPs, la PTHrP, así como la vía Wnt y las MAPKs 
parecen jugar un importante papel modulador actuando en la celularidad del entorno 
óseo (células endoteliales, osteoclastos y células mesenquimales).  
Existen diferentes estrategias para promover la reparación y/o regeneración 
ósea. Una de ellas implica el uso de agentes que aumenten la vascularización y el 
número de osteoblastos promoviendo su maduración. La PTH ejercería acciones 
anabólicas en estas circunstancias a través de la activación de la vía cAMP–PKA, 
inductora de formación ósea in vivo e in vitro (180), ya que además interacciona con 
otros factores locales como la PTHrP, BMPs, Wnt-β-catenina, EGF, FGF, cruciales en 
el hueso. El uso de agentes de la vía Wnt como posibles agentes anabólicos en 
regeneración ósea plantea más complejidad, ya que sus acciones dependen del 
estado de diferenciación de las células. Además, esta vía está implicada en procesos 
tumorales. De cualquier modo, antagonistas de la vía Wnt, como DKK-1, SFRP 
(proteínas secretadas relacionadas con frizzled) o esclerostina, están siendo 
estudiados en este sentido. En modelos en roedores con patologías asociadas a una 
baja DMO y elevado remodelado óseo, se ha demostrado que la inhibición de estos 
factores promueve la formación ósea (181,182).  
Una estrategia alternativa para acelerar la reparación ósea la constituye el uso 
de células pluripotenciales mesenquimales. Éstas proliferan y se diferencian a 
cartílago o a células de linaje osteoblástico en respuesta a factores de crecimiento y 
citoquinas liberados por plaquetas, células inflamatorias y células y tejidos adyacentes 
en la zona de fractura (183). Recientemente, se ha demostrado un efecto reparador 
del callo de fractura por inyecciones in situ de osteoblastos autólogos (184). La 
utilización de estas células en combinación con biomateriales y/o factores 
osteogénicos ha demostrado ser eficaz en la regeneración ósea (178).  
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1.3.1.1 Modelos de regeneración ósea 
Los modelos experimentales de regeneración ósea más establecidos son los 
de fractura y los modelos de osteoinducción u osteointegración con biomateriales, por 
su capacidad de transferencia a la práctica clínica (185,186). La mayoría de estos 
modelos cursan con la formación de un callo cartilaginoso. Además, existen los 
modelos de regeneración ósea por ablación de médula y el de osteogénesis por 
distracción (OD). En el primero, el componente de formación ósea endocondral es 
mínimo y la regeneración observada se debe mayoritariamente a la formación ósea 
intramembranosa, por diferenciación osteogénica directa de las células (187). La OD 
es un modelo de regeneración utilizado inicialmente como técnica quirúrgica en el 
tratamiento de daños y deformidades óseas. En este modelo se produce una 
neoformación ósea asociada a la tensión generada al separar mecánicamente dos 
segmentos óseos. Al igual que en una factura, se produce un aumento de flujo 
sanguíneo en las inmediaciones de la zona de separación. Aunque a veces se 
observan pequeñas cantidades de cartílago, la formación ósea  observada durante la 
DO se debe a la formación ósea intramembranosa (188). 
 
1.3.1.1.1 Modelo de regeneración ósea por ablación medular 
Este modelo se lleva a cabo por extracción de la mayoría de la médula ósea de 
un hueso largo (tibia o fémur) a través de una incisión en una de las epífisis, utilizando 
una fresa de dentista. Tras el cierre de la incisión, se inicia el proceso de regeneración 
de la zona afectada (detallado en el apartado 3.1.1.1). La evolución del modelo es muy 
reproducible y permite estudiar en un periodo relativamente corto el papel de agentes 
osteogénicos sobre la diferenciación de las células osteoprogenitoras en el 
componente medular remanente. Estudios previos en este modelo han determinado la 
implicación de factores tales como Runx2 o klotho (molécula implicada en el 
envejecimiento, cuyo nombre proviene del mitro griego de las Moiras o controladoras 
del destino) en la regeneración ósea en ratones knockout para estos genes (184, 185), 
así como las BMPs (189). Este modelo ha sido utilizado recientemente para evaluar 
los efectos deletéreos de los GCs y de la DM sobre la regeneración ósea en roedores 
(190, 191), así como los efectos osteoformadores de análogos de la vitamina D en el 
ratón (192). 
1.3.1.1.2 Modelo de defecto cavitario 
Tras una lesión traumática, el grado de reparación ósea depende del tamaño 
del defecto óseo y de la localización de la lesión. En el caso de defectos críticos, es 
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decir defectos que no se reparan completamente de forma espontánea, se utilizan 
biomateriales para bien rellenar la cavidad generada en el tejido óseo dañado o 
estabilizar el defecto estimulando la actividad y/o proliferación celular. Así pues, este 
tipo de modelos experimentales se llevan a cabo en fémures o tibias de ratas, conejos 
o perros (193) en los que se provoca el defecto cavitario con una fresadora de 
velocidad media. Normalmente, este tipo de defectos se producen de forma sencilla y 
rápida, por lo que la intervención quirúrgica presenta una escasa incidencia de 
complicaciones infecciosas en los animales de experimentación. Además, no 
compromete la continuidad del hueso y la técnica quirúrgica es fácilmente reproducible 
(194).  
1.3.2 Biomateriales 
 
Cuando se producen fracturas traumáticas o en ciertas patologías óseas 
(asociadas a osteonecrosis), el tejido óseo no es capaz de regenerarse por sí mismo. 
En estos casos, se requiere un injerto óseo o un sustitutivo sintético para promover la 
reparación ósea. Como es obvio el mejor sustituto óseo es el propio hueso, ya sea 
proveniente del propio paciente (autoinjerto) o bien obtenido de un donante (aloinjerto). 
Sin embargo, existen problemas asociados al uso de injertos óseos como la 
insuficiente cantidad de tejido disponible cuando se trata de autoinjertos o el riesgo de 
transmisión de enfermedades en el caso de aloinjertos. Estas limitaciones han 
propiciado el desarrollo de materiales de origen sintético que reemplacen el tejido óseo 
dañado (biomateriales). 
Los biomateriales se pueden definir como “materiales implantables que 
desarrollan su función en contacto con tejidos vivos” (195). Es conocido que la 
reactividad de un material sólido comienza en su superficie. Este hecho es de 
particular importancia en el campo de los biomateriales, en contacto con un medio 
acuoso y en presencia de células y una diversidad de proteínas. En el desarrollo de 
cualquier biomaterial se deben tener en cuenta dos conceptos clave: biocompatibilidad 
y biofuncionalidad. Por biocompatibilidad se entiende la capacidad del material para 
ser aceptado por el medio biológico en contacto con el mismo. En el caso de implantes 
ortopédicos la biofuncionalidad del biomaterial debe asegurar una buena transmisión 
de cargas y distribución de fuerzas entre el hueso y el implante. Por otro lado, deben 
ser biocompatibles, es decir, que no produzcan reacciones adversas en la interfaz 
tejido-material (196).  
La respuesta al biomaterial comienza con una reacción inflamatoria y concluye 
con un proceso de reparación. La fase inflamatoria aguda se caracteriza por 
vasodilatación y aumento de la permeabilidad capilar, extravasación sanguínea 
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(hematoma) y elevación de la presión local. La liberación de citoquinas y factores de 
crecimiento de las plaquetas que conforman el hematoma ejercen un efecto 
estimulador de la regeneración ósea (197). De hecho, tanto el PDGF como el TGF-β 
son factores osteogénicos bien caracterizados (198,199). La rugosidad del material 
influye en el número y grado de activación de las plaquetas. En este proceso inicial, se 
facilita la migración de leucocitos y macrófagos, que se encargan de la fagocitosis del 
coágulo, del tejido necrosado y de las partículas del biomaterial. Esta fase continúa 
con células gigantes multinucleadas, que dan lugar a la formación de un tejido 
granulado. La demanda de O2 se incrementa en el interior del coágulo, donde aún no 
se ha establecido una vascularización suficiente, lo que resulta en un incremento local 
de la concentración de lactato. Este, junto con los ácidos y enzimas lisosomales 
liberadas del tejido necrosado, disminuyen el pH del entorno. La hipoxia provee la 
señal quimiotáctica para las células endoteliales y mesenquimales que inician la 
angiogénesis. En la fase de reparación, el tejido de granulación da lugar inicialmente a 
uno fibroso, que conforma una matriz extracelular poco vascularizada. Su 
vascularización inicia la migración de células con potencial osteogénico y una 
reorganización de la matriz fibrosa con retracción de las fibras de colágeno y fibrina. 
Estas células comienzan a sintetizar matriz extracelular y nódulos de mineralización en 
la proximidad de la lesión;  algunos de estos nódulos atrapan a las células 
diferenciadas en osteocitos. El proceso de mineralización continua con el crecimiento 
de cristales de fosfato cálcico y el ensamblaje de las capas de matriz de colágeno con 
las mineralizadas da como resultado el nuevo hueso. 
Entre los biomateriales artificiales utilizados en ortopedia se encuentran 
metales, polímeros y cerámicas. Los metales poseen problemas asociados con la 
corrosión y la toxicidad, pero su comportamiento mecánico es óptimo (194). Los 
polímeros no presentan buena bioactividad (osteointegración) (195,200). Las 
cerámicas son los materiales más biocompatibles y poseen propiedades bioestables, 
bioactivas o bioreabsorbibles (194,200), pero a su vez poseen cierta fragilidad y 
pueden aparecer partículas alrededor del material implantado a consecuencia de su 
degradación o por deficiencias en su procesado. Los materiales cerámicos más 
utilizados en la clínica son aquellos que son bioactivos (con propiedades 
osteoconductoras) como los fosfatos cálcicos, los vidrios y las cerámicas de vidrio; u 
otras con carácter inerte, que presentan una gran resistencia mecánica y estabilidad in 
vivo pero que tienen una influencia prácticamente nula en el tejido óseo aledaño, como 
la alúmina y el zirconio. Más recientemente, se han diseñado materiales cerámicos 
mesoporosos bioactivos que permiten la adsorción y liberación controlada de distintas 
moléculas (p.e. antibióticos) con buenas expectativas en la aplicación clínica (195).  
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1.3.2.1 Materiales mesoporosos 
Los materiales mesoporosos ordenados pueden actuar como vidrios bioactivos 
pero además tienen una estructura formada por un esqueleto de sílice (SiO2) con una 
distribución homogénea de poros, cuyo tamaño oscila –según el tipo de material y el 
método de preparación- entre 2-50 nm (201). Además, el esqueleto inorgánico 
contiene grupos silanol (Fig. 5A), susceptibles de ser funcionalizados con una variedad 
de moléculas orgánicas, de distinta polaridad. Estos materiales son biocompatibles y 
bioinertes. Existen diferentes tipos de estos materiales: SBA (Santa Barbara 
Amorphous)-15, MCM (Mobil Composition of Matter)-48 y MCM-41 (202,203). El SBA-
15 contiene una estructura hexagonal de poros cilíndricos con un diámetro de 5-10 
nm; mientras que el MCM-48 con estructura más compleja que la anterior contiene dos 
sistemas de canales tridimensionales no conectados entre sí de 4 nm de poro. El 
MCM-41 contiene un sistema hexagonal de poros cilíndricos, con un tamaño que 
puede variar entre 3 y 5 nm (203, 204), pero no es bioactivo. Estos materiales también 
se han diseñado para rellenar un defecto crítico a nivel metafisario en animales. 
Alternativamente, se encuentran disponibles en triturado para rellenar defectos 
cavitarios en animales pequeños. La implantación de estos materiales conlleva una 
posible reacción inflamatoria y a veces infecciones. Así pues, la ingeniería de tejidos 
es una excelente alternativa, al iniciarse la reparación con el biomaterial in vitro y, 
posteriormente, su implante en la zona tisular dañada. Esto requiere el uso de 
materiales-andamiajes (scaffolds) como estructuras tridimensionales de soporte celular 
(osteoblastos o precursores) que promuevan la formación tisular. Además, la 
posibilidad de controlar las temporalidades necesarias para una respuesta positiva y 
de modificar y funcionalizar la superficie del material, así como la introducción de 
sustancias osteogénicas (202) dentro de los poros como estimuladores de la 
reparación ósea, abren un campo con expectativas de aplicaciones médicas 
específicas.  
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1.3.2.1.1 SBA-15  
Una ventaja de este tipo de cerámica es su mayor volumen de poro y la 
elevada concentración de grupos Si-OH (202-204). Estos grupos hidrofílicos pueden 
interactuar con distintas especies químicas y ser funcionalizadas como Si-O-R. Si R es 
un silano (Si-X), siendo X un fragmento hidrocarbonatado, el entorno del poro puede 
convertirse en hidrofóbico. Además, este material pesenta una serie de microporos 
interconectados (Fig. 5B) que podría promover una mayor difusión iónica 
desencadenando una mayor respuesta bioactiva que el MCM-48 citado.  
Una funcionalización apropiada del SBA-15 podría adaptar la cinética de 
liberación de una biomolécula específica a los requerimientos del entorno biológico. 
Así, se pueden modificar mediante la incorporación de componentes orgánicos, tanto 
en la superficie de los canales, como parte integral de las paredes o de forma 
selectiva. La modificación orgánica de los materiales mesoporosos permite controlar 
las propiedades superficiales y el tamaño de poro, pudiendo proporcionar a su vez una 
mayor estabilidad térmica, mecánica o estructural, por ejemplo frente a la hidrólisis. De 
hecho, en un trabajo reciente se estudió la captación y la liberación del L-triptófano 
cargado en el material SBA-15 y en una versión funcionalizada del mismo (C8-SBA-
Material Mesoporoso Ordenado
A B
Figura 5. (A) Presencia de los grupos silanol en la superficie de las cerámicas mesoporosas de estructura ordenada.
(B) Imagen obtenida por microscopía electrónica de barrido del material SBA-15 y una representación de la
distribución de los poros (imagen cedida por el Dr. Freddy Kleitz de la Universidad de Laval, Québec, Canada).
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15) (205). Por todo ello, este tipo de material puede ser de gran utilidad en tecnologías 
de regeneración ósea  (206, 207).  
 
Como corolario a lo expuesto en esta Introducción, podemos concluir que la 
PTHrP es un factor local importante en el tejido óseo, con acciones pleiotrópicas 
sobre el remodelado óseo y la formación ósea. Estas acciones parecen ejercerse 
a través de la interacción de diferentes dominios de la molécula de PTHrP 
(algunos de ellos incluidos en fragmentos secretados de esta proteína) con 
distintas especies celulares residentes en el hueso. En particular, el posible 
fragmento nativo C-terminal 107-139 de la PTHrP posee una acción antiresortiva 
bien caracterizada cuya relación con ciertas propiedades osteogénicas descritas 
en la literatura es actualmente desconocida. Estos datos plantean la posibilidad 
de que este fragmento de la PTHrP podría promover la formación ósea en 
situaciones de pérdida de masa ósea asociada a alteraciones metabólicas o 
traumáticas. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
Teniendo en cuenta estos considerandos, hipotetizamos que:  
La administración sistémica y/o local del fragmento C-terminal de la 
PTHrP ejerce acciones osteogénicas y promueve tanto la formación como la 
regeneración ósea en situación de osteopenia y en la reparación de defectos 
óseos. 
 
   Para confirmar o rechazar esta hipótesis, en la presente Tesis Doctoral se 
platearon los siguientes objetivos: 
 
1.- Caracterizar las acciones osteogénicas de la PTHrP (107-139) en un modelo de 
regeneración ósea intramembranosa en un modelo de osteopenia asociada a la DM 
tipo 1.  
 
2.- Caracterizar las acciones osteogénicas de la secuencia peptídica 107-111 
(osteostatina) del fragmento PTHrP (107-139) cargada en  biocerámicas en un modelo 
de regeneración ósea tras un defecto cavitario en fémur. 
 
 3.-. Evaluar estas acciones osteogénicas in vitro en células osteoblásticas de diferente 
grado de diferenciación. 
 
4.-  Comparar estos efectos osteogénicos de la PTHrP C-terminal con los inducidos 
por el fragmento N-terminal de la PTHrP, como péptido anabólico control. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
3. Materiales y métodos 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 Modelos experimentales        
 
3.1.1 Modelos experimentales in vivo 
Todos los estudios fueron desarrollados con la aprobación del Comité de 
Experimentación Animal de la Fundación Jiménez Díaz. El dolor y el sufrimiento de los 
animales se disminuyeron de acuerdo a la normativa europea. 
 
3.1.1.1 Modelo de regeneración ósea en ratón con bajo remodelado óseo (DM 
tipo 1) 
Los ratones CD-1 macho (de 11 semanas de edad) fueron suministrados por 
los Laboratorios Harlan (Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona, España) y estabilizados 
en las instalaciones del Animalario de la Fundación Jiménez Díaz durante dos 
semanas. Los animales fueron pesados y se inyectaron intraperitonealmente con 
Estreptozotocina (STZ) (45 µg/g de peso corporal en tampón citrato sódico 50 mM, pH 
4,5), una citotoxina para las células beta pancreáticas, o sólo tampón (controles) 
durante 5 días. Siete días después de la última inyección, se midió la glucosa en 
sangre extraída de la cola del ratón (Glucocard G+-meter, A. Menarini Diagnostics, 
Florencia, Italia). Los ratones con niveles de glucosa en sangre superiores a 300 mg/dl 
fueron considerados diabéticos. Los animales tuvieron acceso libre a agua y a una 
dieta estándar (8,8 g/Kg de calcio y 5,9 g/Kg de fósforo; Panlab, Reus, España) en una 
habitación mantenida a 22 ºC con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. A 
las dos semanas de la confirmación de la diabetes, los ratones fueron tratados con 
PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control) (100 µg/Kg/cada 
dos días, por inyección subcutánea) o vehículo (50 mM KCl, pH 4,5) durante 13 días.  
 
Ablación de médula ósea en la tibia de ratón 
Al octavo día del comienzo del tratamiento (6 días antes del sacrificio) con el 
fragmento C o N-terminal de la PTHrP o el vehículo, los ratones fueron anestesiados 
con ketamina/xylazina (2:1, v/v), para extraer la médula ósea de ambas tibias de cada 
ratón (191). Se efectuaron incisiones oblicuas sobre el ligamento patelar y la 
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tuberosidad tibial. Se abrió un orificio en dicha zona utilizando una jeringa de 26g en el 
que se introdujo una fresa de dentista (de diferentes calibres) en la cavidad medular 
con la finalidad de extraer la mayor cantidad de médula ósea (Fig. 6A). Finalmente, 
ésta fue extraída cuidadosamente y la cavidad medular se vació y rellenó con salino 
estéril. La incisión fue cerrada de inmediato tras la operación.  
En el modelo de regeneración ósea por ablación de médula dicha regeneración  
se debe en su mayor parte a la formación ósea intramembranosa, por diferenciación 
osteogénica directa de las células mesenquimales (187). El proceso regenerativo 
transcurre en varias etapas (Fig. 6B): en una primera fase, se produce un hematoma 
en la zona en la que se ha llevado a cabo la ablación; al día 4, se observan 
abundantes células necróticas y algunas células mesenquimales inmaduras; al día 6, 
estas células mesenquimales son reemplazadas por células óseas de nueva 
formación; entre los días 6 y 8, comienza el restablecimiento de los elementos 
celulares de la médula mientras va desapareciendo el hueso nuevo; este remodelado 
de la médula ósea continúa entre los días 10 y 16. A los 21 días, el hueso presenta un 
aspecto normal (192,187). Teniendo en cuenta lo anterior, se elligió 6 días como 
período de estudio de regeneración, al existir neoformación ósea observable en la 
metáfisis de la tibia en regeneración. Así pues, a este tiempo tras la ablación, y 24 
horas después del último tratamiento con los péptidos de la PTHrP o el vehículo 
salino, los ratones fueron sacrificados mediante dislocación cervical.  
Los ratones (n=10 en el grupo de ratones diabéticos; n=5 en el resto de grupos 
de estudio) para cada grupo experimental) fueron pesados y se controló la glucemia a 
lo largo del estudio. Las tibias de cada animal se lavaron y limpiaron de cartílago y 
tejidos blandos y se asignaron para evaluaciones histológicas e inmunohistoquímicas 
o se congelaron en nitrógeno líquido para la extracción de ARN total. Los fémures 
fueron también extraídos, limpiados y congelados a -20ºC para estudios de micro-
tomografía computerizada (µCT), o se conservaron en nitrógeno líquido hasta la 
extracción de ARN. En algunos casos, de la médula ósea de la tibia y el fémur se 
obtuvieron cultivos primarios de células mesenquimales (CMMO) (ex vivo e in vitro), 
como se describe más adelante.  
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A
Figura 6. (A) Radiografía de alta resolución que muestra una fresa de dentista insertada a
través de la epífisis proximal de la tibia izquierda de ratón, ocupando la cavidad medular
en toda su longitud. (B) Micrografías de tinción con Hematoxilina-Eosina de la tibia en
regeneración de ratón tras diferentes días de la ablación de médula ósea (200x).
B
2 días
4 días
6 días
8 días
10 días
      Tesis doctoral Daniel Lozano Borregón- Materiales y métodos 
 
 
37 
3.1.1.2 Modelo de regeneración ósea tras implante en un defecto cavitario en el 
fémur del conejo 
 
3.1.1.2.1 Preparación de los materiales 
 El material mesoporoso SBA-15 fue sintetizado utilizando un método basado en 
el uso de un surfactante, como agente director de estructura, y tetraetilortosilicato 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) como fuente de sílice (208). Esta estructura fue 
confirmada por difracción de rayos X (DRX) y análisis de adsorción de N2. La 
funcionalización de sílice se llevó a cabo con el método post-sintético o grafting del 
anclaje de un alcoxisilano, N-octiltrietoxisilano (C8, Sigma-Aldrich), como se describe 
(205). Se confirmó por espectroscopia infrarroja utilizando transformadas de Fourier y 
por análisis elemental. El material funcionalizado resultante contiene un 11% en peso 
(0,97 mmol/g) de fracciones orgánicas, lo que permite calcular el grado de 
funcionalización. 
 Para los experimentos, ambos tipos de material SBA-15 fueron conformados 
en discos de 50 mg (6x2 mm) por presión uniaxial (1MPa) e isostática (1MPa). Los 
materiales fueron expuestos a radiación ultravioleta en una cámara de cultivos 
celulares (FLV120, Tecnología para Diagnóstico e Investigación, Madrid) durante toda 
la noche para su esterilización. 
La unión de la PTHrP (107-111) (Bachem, Bubendorf, Suiza) al material se 
efectuó por inmersión en una solución del péptido (100 nM) en 1 ml de tampón salino 
fosfato, pH 7,4 (TSF) a 4 ºC con agitación durante 24 horas (209,210).  La captación y 
liberación del péptido por parte de los materiales cargados se determinó utilizando 125I-
[Tyr116] PTHrP (107-115) (200.000 cpm o 140 fmoles) como trazador junto con el 
péptido frío durante la carga como se ha mencionado anteriormente. La [Tyr116] PTHrP 
(107-115) se marcó con Na125I (2,130 Ci/mmol; MP Biomedicals, Solon, OH) usando 
cloramina-T, y el péptido marcado se purificó a máxima actividad específica por HPLC 
en una columna µBondapak C18 utilizando un procedimiento estándar (211). Para ello, 
los materiales fueron depositados en placas de cultivo celular con 1 ml de medio de 
cultivo (ver más adelante) y se mantuvieron a 37ºC. La radioactividad captada en 24 h 
y la liberada al medio fue monitorizada secuencialmente a diferentes tiempos 
(alícuotas de 100 µl) en un espectrómetro de radiación γ.  
 
3.1.1.2.2 Producción del defecto cavitario en conejo 
Se utilizaron conejos blancos Nueva Zelanda hembras y con una edad de 24-
30 semanas (n=2-5). La intervención quirúrgica se realizó bajo anestesia general. Los 
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conejos fueron rasurados en ambas rodillas para crear los defectos cavitarios lateral y 
medial con una fresa de media velocidad (5 mm de diámetro y 4-5 mm de profundidad) 
(212). A continuación, se implantaron los materiales a ensayar y las heridas fueron 
suturadas. El defecto lateral femoral derecho recibió el material SBA-15 sin el péptido; 
y el defecto medial derecho el biomaterial SBA15 cargado con PTHrP (107-111). El 
defecto femoral lateral izquierdo recibió el material SBA-15 funcionalizado con C8, 
mientras que el biomaterial C8-SBA-15 cargado con PTHrP (107-111) fue implantado 
en el defecto femoral medial izquierdo. Los animales fueron sacrificados a las 4 y 8 
semanas de estas intervenciones. Los fémures se distribuyeron para exámenes 
histológicos e inmunohistoquímica y análisis de μCT. 
3.1.2 Modelos experimentales in vitro 
 
3.1.2.1 Cultivos de células mesenquimales de ratón 
Las CMMO fueron obtenidas a partir de las tibias y de los fémures procedentes 
de los ratones controles y diabéticos tratados o no con los péptidos de la PTHrP, 
extraídos en el momento del sacrificio (174). La suspensión celular se preparó en 
medio α–MEM (Medio Esencial Mínimo α) con 15% de suero fetal bovino (SFB), 1% de 
penicilina–estreptomicina y 2,5 µg/ml de fungizona por aspiración de la médula 
utilizando una jeringuilla de 25-g. Después de la centrifugación a 1500g durante 5 
minutos, las células fueron resuspendidas en el mismo medio (sin fungizona). Se contó 
el número de células viables (por exclusión de azul de tripán) en un hemocitómetro y 
se sembraron a una densidad de 1-2,5x106 células por cm2 en placas de 6 pocillos en 
CO2 al 5% a 37ºC (176). El medio de diferenciación osteogénico (el medio 
anteriormente mencionado con 50 µg/ml de ácido de ascórbico y 10 mM de β-
glicerolfosfato) fue añadido al cultivo al tercer día de la siembra. La mitad del volumen 
del medio condicionado se cambió cada dos días.  
En algunos experimentos, los cultivos de CMMO procedentes de ratones 
controles fueron crecidos en este medio osteogénico o en medio adipogénico (α-MEM, 
SFB al 15%, 1% de penicilina–estreptomicina, y 2,5 µg/ml de troglitazona), en 
presencia o ausencia de alta glucosa (25 mM), suplementados (o no) con PTHrP (107-
139) o PTHrP (1-36) (100 nM). El medio y los estímulos se cambiaron cada 6 o 48 
horas según los casos.  
A los 14 días de cultivo, se determinaron el tamaño y el área de las colonias 
positivas para fosfatasa alcalina (FA+) y las totales, así como el número de adipocitos; 
además de la expresión génica de diferentes factores osteoblásticos y adipogénicos.  
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El número y el área de las colonias mineralizadas se analizaron a los 21 días de 
cultivo.  
Las células pluripotentes de ratón C3H10T1/2 se mantuvieron en medio basal 
de Eagle con 10 % de SFB y 1% de penicilina–estreptomicina en CO2 al 5% a 37 ºC. 
Estas células se cultivaron durante 10 días en medio de diferenciación osteogénica (50 
µg/ml de ácido de ascórbico y 10 mM de β-glicerolfosfato), en presencia o ausencia de 
STZ (0,5 mg/ml o 1 mg/ml). Posteriormente, se aisló el ARN total. 
3.1.2.2  Cultivos de células osteoblásticas MC3T3-E1 de ratón 
Las células osteoblásticas de ratón MC3T3-E1 (cedidas generosamente por el 
Dr. C. Zaragoza, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, Madrid) fueron 
cultivadas en medio α–MEM y 10% SFB, 1% de penicilina–estreptomicina, 5mM de L-
glutamina. Las células se sembraron a una densidad inicial de 20.000 células/cm2 y se 
cultivaron en medio de diferenciación (con 50 µg/ml de ácido ascórbico y 10 mM de β -
glicerolfosfato) durante 5 días (80% confluencia) o 15 días (post-confluencia, para los 
estudios de mineralización), con o sin alta glucosa (25 mM) (o manitol, como control 
osmótico), en presencia o ausencia de PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (100 nM). En 
algunos experimentos, se utilizaron los anticuerpos neutralizante policlonales de 
conejo anti-PTHrP C13 o PTHtP (107-111) C7 (dilución 1:100) (213), los antagonistas 
del PTHR1 [Asn10, Leu11, D-Trp12] PTHrP (7-34) amida [PTHrP (7-34)] (1 µM) (84) y 
JB4365 (1 µM) (214) o PTHrP (109-138) (85), que fueron añadidos al medio con 
glucosa normal (5,5 mM) durante el crecimiento celular.  
El medio de cultivo y los diferentes estímulos fueron reemplazados cada 48 
horas. A los diferentes tiempos de estudio las células adheridas se tripsinizaron y se 
juntaron con las células no adheridas. El número total de células viables se determinó 
por exclusión del azul de tripán. A las 48 horas tras el último tratamiento con los 
estímulos se aisló la proteína y el ARN celular total como se describe más adelante. 
Además se determinó la actividad de FA y síntesis de colágeno (5 días) y la 
mineralización (15 días).  
3.1.2.3  Estudios de bioactividad de la PTHrP (107-111) cargada en biomateriales  
 
Los experimentos se desarrollaron en la línea celular MC3T3-E1. Las células 
fueron sembradas en medio osteogénico a una densidad inicial de 20.000 células/ 
cm2, e incubadas en el medio citado en el apartado anterior (2 ml) en presencia o 
ausencia (control) de diferentes concentraciones de PTHrP (107-111) o de los 
materiales SBA-15 y C8-SBA-15 (un disco por pocillo después de la siembra celular), 
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cargados o no con PTHrP (107-111), durante diferentes periodos de tiempo a 37ºC en 
5% CO2. Para examinar la capacidad de los diferentes materiales cargados con la 
PTHrP (107-111) para retener su actividad biológica, en algunos experimentos los 
materiales fueron transferidos cada dos días a otro cultivo celular no expuesto 
previamente al material. El medio de cultivo y los diferentes estímulos fueron 
reemplazados cada 48 horas. 
La proliferación y la viabilidad celular se analizaron con un sistema estándar 
CellTiter 96® AQueous Assay (Promega, Madison, WI) y con tinción de azul de tripán, 
respectivamente. Además, se aisló el ARN celular total como se describe más 
adelante. Además, se llevaron a cabo determinaciones de actividad de FA, síntesis de 
colágeno y mineralización. 
 
3.2 Técnicas experimentales 
3.2.1 In vivo 
3.2.1.1 DXA  
 
La DMO (g/cm2), el contenido mineral óseo (CMO, g) y el contenido graso de 
las muestras óseas fueron analizados por DXA utilizando un equipo PIXImus (GE 
Lunar Corp., Madison, WI) (215). El programa del Piximus calcula los parámetros 
citados con un coeficiente de variación de ±2%, y almacena los datos en archivos de 
Microsoft Excell (Microsoft Corp., Way Redmond, WA) 
 
3.2.1.2 Análisis de µCT 
Los fémures de ratón se descongelaron a temperatura ambiente, se 
sumergieron en salino, se cortaron con un disco de diamante (Grupo Komet, Lemgo, 
Alemania) y fueron escaneados con un sistema de microtomografía de alta resolución 
(SkyScan 1172, Skyscan N.V., Aartselaar, Bélgica). Todas las muestras fueron 
escaneadas con un tubo de rayos X con un voltaje de 100 kV  y una corriente de 100 
µA sin filtro. El ángulo de rotación del escaneado fue de 185º y el ángulo de 
incremento de 0,40º. Las imágenes se reconstruyeron en función del algoritmo de 
Feldkamp (216). La microarquitectura del hueso trabecular se evaluó en la región 
metafisaria del fémur distal (un área de 1,5 mm de longitud comenzando a 0,6 mm de 
la placa de crecimiento) y entre los 2,5 y 3,1 mm para el análisis del volumen cortical 
(Fig. 7A), utilizando el programa SkyScan™ CT-analyzer, versión 1.7.0.5.).  
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Las muestras de fémur de conejo se cortaron con un disco hiperflexible de 
granulometría fina (15 µm) y abrasión suave conectado a un motor quirúrgico (KaVo. 
Dental GmbH, Biberach, Alemania) a una velocidad de 15.000 rpm. Durante el proceso 
de corte, la muestra se irrigó constantemente con suero salino para prevenir el 
sobrecalentamiento y su deshidratación. Una vez escaneadas las muestras, se 
generaron las imágenes con la aplicación DataViewer (SkyScan). El ángulo de 
rotación del escaneado fue de 360º. Para el análisis cuantitativo y cualitativo del 
crecimiento óseo alrededor del implante se utilizó la aplicación CTAn (SkyScan). De 
cada muestra se analizaron un total de 70 imágenes. Los parámetros trabeculares 
fueron calculados en regiones seleccionadas (Fig. 7B) entre 0 y 5 pixels, 5 y 10 pixels, 
10 y 15 pixels, y 15 y 20 pixels, siendo 1 pixel equivalente a 21,8 µm (Fig. 7B). 
Mediante la aplicación CTVol (SkyScan), se crearon los modelos tridimensionales 
tanto del biomaterial (que se ha considerado como un cilindro para mayor claridad de 
la representación) como del hueso formado a las distintas distancias de la superficie 
del implante. 
El sistema de análisis proporcionó el cálculo de los siguientes parámetros 
(217): 
 
• Porcentaje de volumen óseo (BV/TV): Relaciona el volumen de tejido óseo 
calcificado respecto del volumen total del área analizada (%). 
Trabeculares  
• Superficie ósea (BS): Superficie de hueso como sólido dentro del volumen de 
interés, medida en 3D (mm2). 
• Espesor trabecular (Tb.Th): Grosor medio de las trabéculas óseas calculado a 
partir de una reconstrucción 3D (mm). 
• Factor de patrón de hueso trabecular (Tb.Pf): Índice de conectividad del hueso 
trabecular. Está basado en el principio de que una mayor concavidad 
trabecular indica una mayor conectividad, al aumentar la probabilidad de nodos 
de conexión entre las trabéculas. De esta forma, un Tb. Pf menor indica una 
mayor conectividad trabecular (mm-1). 
• Número trabecular (Tb.N): Número medio de trabéculas por milímetro lineal en 
el área trabecular (mm-1). 
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• Grado de anisotropía (DA): Factor que determina el alineamiento preferencial 
de las trabéculas a lo largo de un eje. Así, la reconstrucción tridimensional del 
área trabecular se compara con diversos grupos de líneas direccionales 
paralelas, de forma que aquél que presente menos intersecciones con las 
trabéculas óseas indica una dirección preferente de alineamiento trabecular. 
Posteriormente se someten estos datos obtenidos a una serie de algoritmos 
que determinan el grado, que varía entre 1 (estructura completamente 
isotrópica o no alineada) e infinito (estructura completamente anisotrópica o 
alineada). Cabe destacar que un menor DA indica una mayor resistencia 
trabecular a las fuerzas direccionales a las que suelen estar expuestas (218). 
B
Figura 7. Imágenes por µCT del fémur distal intacto del ratón mostrando los sectores cortical y trabecular
utilizados para el análisis (A), así como del fémur distal del conejo con el biomaterial (m) incorporado (B).
A
Línea de Referencia 
(placa de crecimiento 
endocondral)
Región 
cortical
Región
trabecular 
m
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• Índice de estructura del modelo (SMI): Factor numérico que representa la 
conformación tridimensional preferente de las trabéculas. Sus valores varían 
entre 0 (forma de plato), 3 (forma de cilindro) y 6 (forma de esfera). En la 
osteoporosis, normalmente las trabéculas muestran una transición de plato a 
cilindro, por lo que un mayor valor de este índice muestra una peor estructura 
ósea. 
• Espesor cortical (Ct.Th): Determina el grosor medio del tejido mineralizado de 
una serie de cortes transversales de la región cortical de interés (mm).  
Corticales 
• Área de hueso cortical (B.Ar): Determina el área media de tejido mineralizado 
presente en una serie de cortes transversales de la región cortical de interés 
(mm2). 
• Porosidad (Po): Cuantifica el área de espacios no mineralizados cerrados 
presentes en varios cortes transversales de la región cortical respecto al área 
de tejido mineralizado (%). 
• Momento medio de inercia (MMI): Proporciona un cálculo básico de la 
resistencia mecánica esperada de una región cortical. Se obtiene calculando la 
resistencia ofrecida a la rotación en torno al eje longitudinal del hueso en varios 
cortes virtuales en el plano transversal de esta región (mm4).  
 
3.2.1.3 Histología 
Las muestras óseas se fijaron en p-formaldehido al 4% en TSF a 4ºC. Las 
muestras fueron decalcificadas (24 h) en Mielodec (Bio-Optica, Milan, Italia) u 
Osteosoft (48/72 h) (Merk, Whitehouse Station, NJ), deshidratadas e incluídas en 
parafina. Los análisis histológicos se llevaron a cabo en secciones de 4 µm (en el caso 
de la tibia de ratón) o de 5-8 µm (en el caso de los fémures de conejo) sobre el plano 
sagital, depositadas sobre portaobjetos pretratados con 3-aminopropiltrietoxisilano 
(APES, Sigma-Aldrich) o con L-lisina (Polylysine, Thermo, Waltham, MA, EEUU), y tras 
tinción con hematoxilina/eosina. Antes de la tinción, las muestras se mantuvieron a 
60ºC durante 6-24 horas para fijar los tejidos al portaobjetos. Se desparafinaron 
incubándolas secuencialmente en xilol, etanol 100%, 70% y agua destilada. Tras la 
tinción, las muestras se deshidrataron y montaron con resina DPX (una mezcla de 
distireno, plastificante y xilol). Se utilizaron dos secciones histológicas de cada ratón 
de un total de 5 ratones por grupo experimental y 3 secciones por cada conejo de un 
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total de 2-4 conejos por grupo experimental. Todas las evaluaciones de las muestras 
fueron analizadas por 3 observadores independientes. 
 
3.2.1.3.1 Hueso de nueva formación 
El porcentaje de área de cada campo que contenía tejido conectivo 
mesenquimal (identificado con tinción de Masson) fue cuantificado utilizando el 
programa informático Image-Pro Plus 5.0 (Media Cybernetics, EEUU) en un área de 
1.9 mm2 desde la placa de crecimiento. En esta tinción se puede observar el hueso 
decalcificado en azul, los hematíes en rojo, los citoplasmas celulares en rosa o rojo y 
los núcleos en azul oscuro.  
 
3.2.1.3.2 Osteoblastos y adipocitos 
El número de osteoblastos, células de aspecto cuboidal en zonas de nueva 
formación ósea y en las superficies endostales, fue cuantificado en un área de 2.8 
mm2 desde la placa de crecimiento de la tibia en regeneración. Además, se cuantificó 
el número de adipocitos en un área (1.9 mm2) comprendida entre la diáfisis media y la 
metáfisis distal. Como la grasa intracelular fue eliminada durante el procesamiento 
histológico de las muestras, los adipocitos fueron identificados como espacios 
redondeados no teñidos en la medula ósea (en algunas casos se confirmó con la 
tinción de S-100, descrito en el apartado de inmunohistoquímica). 
 
3.2.1.3.3 Vasos sanguíneos 
La presencia de vasos sanguíneos fue cuantificada en la misma zona que los 
osteoblastos como células sanguíneas en el lumen. El número de vasos sanguíneos 
fue confirmado mediante la tinción con lectina, una isolectina procedente de la planta 
Bandeiraea simplicifolia conjugada con peroxidasa de rábano (HRP) (L5391, Sigma-
Aldrich), que presenta afinidad por el glicocálix del endotelio vascular de ratón (219). 
Para ello, se inactivó primero la actividad peroxidasa endógena con H2O2 al 3% en 
TSF (15 min) y a continuación con la isolectina (12,5 μg/ml) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Como cromógeno se utilizó 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Vector 
Laboratories, Burlingame, CA) y se contrastaron las muestras con hematoxilina 
 
 3.2.1.3.4 Inmunohistoquímica 
 Los cortes histológicos obtenidos de las muestras óseas fueron 
desparafinados y rehidratados.  
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En los cortes procedentes de la tibias del ratón, en algunos casos se realizó 
primero una recuperación antigénica (ver tabla 2). A continuación, se bloquearon las 
interacciones inespecíficas y se incubó con el anticuerpo primario correspondiente. 
Tras inactivar la peroxidasa endógena con H2O2 al 3% en TSF (15 min), los cortes se 
lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente. En los casos en 
que se utilizaron anticuerpos secundarios biotinilados para amplificar la señal, se 
realizó una incubación con el complejo estreptavidina-biotina-HRP (ABComplex, Dako, 
Glostrup, Dinamarca). Posteriormente se incubaron las muestras con el cromógeno 
DAB. Se incluyó siempre una muestra sin anticuerpo primario como control negativo. 
Las muestras fueron contrastadas con hematoxilina (Sigma-Aldrich). 
Las células con positividad para TRAP se determinaron en 10-20 campos 
consecutivos en el área trabecular de la metáfisis proximal. Se consideraron 
osteoclastos las células positivas para TRAP con 3 o más núcleos. Las células 
mononucleares positivas para TRAP se identificaron como precursores osteoclásticos 
(220).  Los osteocitos positivos para esclerostina y los totales se cuantificaron en 4-6 
campos aleatorios (magnificación, x400) en el segmento de hueso cortical 
comprendido entre la placa de crecimiento y la diáfisis media. El número de adipocitos 
positivos para S-100, identificados como estructuras redondas positivas para este 
anticuerpo sin células sanguíneas luminales, se determinó en 4-6 campos aleatorios 
(x200 aumentos) en la  diáfisis medio-distal. 
En los cortes procedentes de fémures de conejo, se realizó el bloqueo y la 
permeabilización en albúmina sérica bovina en (4% en TSF con 0,1 % de Tritón X-100) 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos monoclonales 
frente a OC (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) (1:50), VEGF (Abcam, 
Cambridge, MA) (1:50),  RAM11 (Dako) (1:50) y TRAP (Santa Cruz Biotechnology) 
(1:50), y un anticuerpo policlonal frente a  esclerostina (R&D, Minneapolis, MN) 
(1:100). Los anticuerpos primarios se incubaron en una cámara húmeda durante toda 
la noche a 4ºC, salvo en el caso de la esclerostina que fue incubada dos horas a 
temperatura ambiente. En todos los anticuerpos, menos en la esclerostina, se utilizo 
un anticuerpo secundario biotinado. Se incubó  con el complejo ExtreptavidinaÒ -
Fosfatasa alcalina (dilución 1:200), durante 60 minutos a temperatura ambiente y de 
nuevo, se lavó con TSF 1X, tres veces, durante 5 minutos. En el caso de la 
esclerostina el anticuerpo secundario estaba unido a peroxidasa, que fue incubado 
durante 1  hora a temperatura ambiente. Se realizó el revelado mediante incubación 
con el sustrato cromogénico DAB durante  5-15 minutos. Se incluyó siempre una 
muestra sin anticuerpo primario como control negativo. Las muestras fueron 
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contrastadas con hematoxilina. Las células con positividad para los diferentes 
anticuerpos se determinaron en 10 campos próximos al material. En el caso de los 
osteocitos positivos para esclerostina, éstos se cuantificaron en 5 campos aleatorios 
en el hueso cortical. 
 
Tabla 2. Condiciones experimentales de las técnicas inmunohistoquímicas en ratón.  
 
T/A: Temperatura ambiente. 
3.2.1.3.5 Apoptosis 
  La apoptosis de los osteocitos in vivo se determinó con un ensayo de TUNEL 
(TdT-mediated dUTP nick end labeling) (FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit; 
QIA21, Calbiochem, Darmstadt, Alemania) (221). Esta técnica utiliza la enzima 
Klenow, una deoxinucleotidiltransferasa terminal sin actividad exonucleasa 5´  3´, 
 
 
 
Antígeno 
Exposición 
antigénica / 
Incubación 
 
 
Solución de 
bloqueo 
 
Anticuerpo 
primario 
[dilución] /  
Incubación 
 
Anticuerpo 
secundario 
[dilución] /  
Incubación 
 
 
 
TRAP 
 
 
Tripsina bovina 
1%, pH 7.4 / 
37ºC, 30 min 
Albúmina de 
suero bovino 
1,25% + suero de 
cabra 2,5% 
Policlonal de 
conejo 
(H00000054- 
D01P, Abnova) 
[1:300] / 24h, 4ºC 
 
Envission-Flex® 
(Dako) / 30 min, 
T/A 
S100 
Target Retrieval 
Solution, pH 6.5 
(Dako) / 95ºC, 20 
min 
No 
Policlonal de 
cabra (RZ0311, 
Dako) [1:500] / 20 
min, T/A 
Envission-Flex® 
(Dako) / 30 min, 
T/A 
Esclerostina No 
Suero de conejo 
10% 
Policlonal de 
cabra (AF1589, 
R&D, 
Minneapolis, MN 
EEUU) [1:100] / 
2h, T/A 
IgG de conejo 
anti-cabra- HRP 
[1:200] / 30 min, 
T/A 
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que incorpora un nucleótido dUTP asociado a biotina en los extremos 3´ del ADN 
fragmentado. Posteriormente, se incubó la muestra con el complejo streptavidina-HRP 
y se reveló con DAB. Se incluyó una muestra incubada con DNAsa I y otra en la que 
se substituyó la Klenow por H2O destilada. Las muestras fueron contrastadas con 
verde de metilo. Se cuantificaron los osteocitos apoptóticos y los no apoptóticos en el 
hueso cortical en 10-20 campos (magnificación, x400). 
 
3.2.2 Ex vivo e In vitro 
3.2.2.1 Proliferación y viabilidad celular 
Para determinar la proliferación celular, las células no adheridas recogidas y 
mezcladas con las adheridas (después de una trispsinización suave) fueron teñidas 
con azul de tripán al 4% (1:1, v/v). El número total de células se contó en un 
hemocitómetro. 
El crecimiento celular se analizó utilizando un ensayo estándar colorimétrico 
(CellTiter 96® AQueous Assay; Promega, Madison, WI). Del medio condicionado 
celular (2 ml) se pipetearon 100 µl en pocillos de una placa p96. A continuación, se 
añadió 20 μl de una solución que contenía 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) y el agente acoplador de 
electrones etosulfato de fenazina, que combinado con MTS forma una sal estable,  
incubando durante dos horas. Finalmente, se midió la absorbancia a 490 nm en un 
lector Opsys MR Reader (Dynex Technologies, Chantilly, VA). 
 
3.2.2.2 Actividad de FA 
La actividad de FA se analizó en extractos de proteína celular obtenidos con 
Triton X-100 al 1% utilizando p-nitrofenilfosfato como sustrato (176). Una unidad de 
actividad enzimática fue definida como nmoles de p-nitrofenol/min. La actividad de FA 
se normalizó con el contenido de proteína total determinada con el método de 
Bradford, utilizando ASB como estándar (Pierce, Rockford, IL).  
Alternativamente, para la determinación de las colonias AF+ y las totales en los 
cultivos primarios de CMMO de ratón, éstas se fijaron con etanol 70% y, a 
continuación, las colonias positivas para AF se identificaron por tinción con un método 
estándar basado en la precipitación de una sal de diazonio (Fast Red Violet LB) en 
medio alcalino (pH 9,5), formada a partir del sustrato naftol AS-BI (Sigma-Aldrich). Las 
imágenes obtenidas tras escaneado de la placa se analizaron con el programa Adobe 
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Photoshop Cs8 para determinar el porcentaje de superficie teñida. El número total de 
colonias celulares en la placa de cultivo se analizó por tinción con cristal violeta 
(Sigma-Aldrich) (al 0,2% y 2% de etanol). Las placas se escanearon como se ha 
indicado o, alternativamente, el colorante  se eluyó y se determinó la absorbancia a 
540 nm.   
 
3.2.2.3 Mineralización 
Para determinar la mineralización en los cultivos celulares se utilizó la tinción 
de rojo de alizarina (176). Las células se fijaron con etanol 70% durante 1 hora y, a 
continuación, se añadió rojo de alizarina 40 mM, pH 4.2, durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Después de lavar las células con TSF y agua destilada, la 
tinción se eluyó con cloruro de cetilpiridinio al 10% en fosfato sódico 10 mM, pH 7.0, 
midiendo la absorbancia a 620 nm. 
 Alternativamente, la superficie total mineralizada se determinó tras tinción con 
rojo de alizarina y escaneado con el programa Adobe Photoshop Cs8, cuantificando el 
número y área de los nódulos de mineralización.  
 
3.2.2.4 Adipogénesis 
La formación de adipocitos en los CMMO a los 14 días de cultivo fue evaluada 
tras la tinción de Oil-Red de las células fijadas con un 4% de formaldehido. El reactivo 
Oil-Red-O (222) se preparo diluyendo una solución inicial (0,3 g de Oil Red-O en 100 
ml de isopropanol) en agua destilada (6:4, v/v) y filtrándola. El número de adipocitos 
fue evaluado en 6 campos por pocillo bajo el microscopio, y la media de los mismos 
representa el número de adipocitos por campo. 
 
3.2.2.5 Síntesis de colágeno 
La síntesis de colágeno se analizó con un método estándar (SircolTM collagen 
assay, Biocolor, Newtownabbey, Irlanda del Norte) (223). Las células se levantaron de 
la monocapa raspando y resuspendiendo en TSF, se centrifugaron a 10.000g durante 
10 minutos y se incubaron en ácido acético 0,5 M durante 30 minutos. El sobrenadante 
resultante se incubó en agitación con Rojo Sirio (que se une al colágeno tipo I y V) 
durante 30 minutos, midiendo la absorbancia a 540 nm. La cantidad de colágeno se 
determinó frente a una curva estándar de concentraciones conocidas de colágeno y se 
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normalizó por el contenido proteico celular como se ha descrito anteriormente en el 
apartado de actividad de FA. 
 
3.2.2.6 Extracción de proteína para transferencia Western 
Las células MC3T3-E1 se lisaron en un tampón que contenía: Tris-HCl 50 mM, 
pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1%, deoxicolato sódico al 1%, y 
SDS al 0,1%, con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM y aprotinina 0.8 µM. El contenido 
proteico se determinó por el método de Bradford, como se ha indicado anteriormente. 
Los extractos proteicos celulares (50 µg de proteína) fueron separados en geles de 
poliacrilamida al 12,5% en presencia de SDS bajo condiciones reductoras. A 
continuación, las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE 
Healthcare, Buckinghamshire, RU), que se bloquearon durante 1 h a 37ºC con leche 
descremada al 5% en Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 con Tween-20 al 0,05%. A 
continuación, las membranas se incubaron toda la noche a 4ºC con los siguientes 
anticuerpos policlonales de conejo: anti-PTHR1 (Ab-IV, Covance, Berkeley, CA) 
(dilución 1:1.000) o anti-PTHrP C6 (dilución 1:2.500) (224). Como control de carga se 
utilizó un anticuerpo anti-β actina (1:1.000) (Santa Cruz Biotechnology). Las 
membranas se incubaron con una IgG anti-conejo conjugada con HRP durante 1 hora 
a temperatura ambiente. Posteriormente, se reveló por quimioluminiscencia (Sistema 
ECL, GE Healthcare). Las bandas correspondientes fueron cuantificadas por 
densitometría. 
 
3.2.2.7 Aislamiento de ARN total y PCR cuantitativa a tiempo real 
El ARN total del homegeneizado de las muestras óseas o de los cultivos 
celulares fue extraído siguiendo un método estándar (Trizol; Invitrogen, Groningen, 
Holanda). La síntesis de ADNc se realizó utilizando oligonucleótidos aleatorios y la 
transcriptasa inversa modificada MMLV (Superscript II, Life Technologies, Rockville, 
MD), durante 2 horas a 37º C. La PCR a tiempo real se realizó con el ADNc resultante 
utilizando el sistema ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) 
(176,214), con una polimerasa activada por calor TaqDNA (Amplitaq Gold, Applied 
Biosystems) y  cebadores específicos de ratón de: Runx2, OSX, OC, OPG, FA, 
PPARγ-2, aP-2, RANKL, PTHrP, PTHR1, SOST, VEGF y sus receptores (VEGFR-1 y 
VEGFR-2) y sondas TaqMan MGB específicas (Assay-by-DesignSM; Applied 
Biosystems). Tras una incubación inicial de 2 minutos a 50º C y 10 minutos a 95º C, 
las muestras se sometieron a 50 ciclos de: 95° C durante 15 segundos y 60º C durante 
60 segundos. Los resultados se expresaron como niveles de expresión de cada gen 
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(una vez normalizados frente a los del 18S como gen constitutivo) en cada condición 
experimental, respecto al control correspondiente: 2-ΔCt; donde Ct representa el ciclo 
umbral de PCR en el cual el programa detecta por primera vez un incremento 
apreciable de la fluorescencia sobre la señal basal; ΔCt = Ct (gen de interés) – Ct 
(control endógeno, 18S). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.  
 
3.2.3 Análisis estadístico 
Los resultados se expresan como media ± error estándar de la media (EEM). 
La comparación no paramétrica entre dos muestras se realizó por la prueba de Mann 
Whitney. Se utilizó ANOVA no paramétrica para comparar varias muestras (Kruskal-
Wallis), seguido de una prueba post-hoc (Dunn). En el caso de los cultivos primarios 
de CMMO, los ratones fueron analizados de forma independiente y los resultados 
fueron agrupados para su análisis estadístico. Todos los valores con p<0,05 fueron 
considerados significativos.  
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4. RESULTADOS 
    
4.1. Efecto de la PTHrP (107-139) en un modelo de regeneración 
ósea en ratón con bajo remodelado óseo (DM tipo 1). 
 Al comienzo de las inyecciones de STZ o el vehículo, el valor medio (± EEM) 
de los pesos corporales de los ratones incluidos en el estudio fue de 37,1 ± 1 g. Al final 
del estudio, los ratones diabéticos mostraron hiperglucemia y una disminución 
significativa del peso corporal comparados con el grupo control (Fig. 8A y B).  Con la 
finalidad de confirmar el efecto de la diabetes en la masa y estructura ósea se analizó 
el fémur intacto de estos animales y de su grupo control por μCT. Se observó una 
disminución del % BV/TV, BS, Tb.Th, Tb.N así como del DA en el área trabecular de 
las metáfisis femorales de los ratones diabéticos, así como un aumento del Tb.Pf  y del 
SMI en comparación con los controles (Tabla 3 y Fig. 8C), por el contrario no se 
observaron diferencias significativas en ninguno de los parámetros estudiados en el 
hueso cortical (Tabla 4). Además, se determinó la DMO del fémur y la tibia de estos 
ratones (Tabla 5). La diabetes indujo una disminución significativa de la DMO y de la 
CMO y un aumento del porcentaje de grasa en ambos huesos. Estas alteraciones en 
el fémur intacto de los ratones diabéticos se asociaron a una disminución significativa 
de la expresión génica de OSX y de OC, así como de la PTHrP y del VEGF y de la 
relación OPG/RANKL, y a un aumento de PPARγ2 (marcador adipocítico) (113) (Fig. 
9). Inesperadamente, encontramos una disminución de la expresión génica de SOST 
(gen de la esclerostina) en el fémur de estos ratones. 
Control Diabetes (D) D+
PTHrP (1-36)
BV/TV (%) 18,25 ± 1,03  9,75* ± 1,05 14,70a ± 1,08
Tb.Th (mm) 0,07 ± 0,001 0,06** ± 0,003 0,08b ± 0,001
Tb. N (mm-1) 2,55 ± 0,17 1,75** ± 0,27 2,64b ± 0,22
14,60 ± 0,59 22,99** ± 1,50 18,89a ± 1,32
SMI 1,66 ± 0,03 2,06* ± 0,08 1,73a ± 0,06
DA 3,78 ± 0,31 2,54* ± 0,21 2,70 ± 0.03
D +
PTHrP (107-139)
12,43
1,81a
0,06 
2,43a
2,75a
20,07a
± 1,00
± 0,003
± 0,18
± 1,07
± 0,05
± 0,03
Tb. Pf (mm-1)
a
BS (mm2)
Tabla 3. Parámetros estructurales del hueso trabecular en la metáfisis del fémur intacto de ratones controles y diabéticos, 
tratados o no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control)
BV/TV, porcentaje de volumen óseo; BS, superficie ósea; Tb.Th, espesor trabecular; Tb.N, número de trabéculas; Tb.
Pf, factor de patrón de hueso trabecular; SMI, índice de estructura del modelo; DA, grado de anisotropía. Los valores
son medias ± EEM de 5 animales por grupo.*p<0,05; **p<0,01 vs control. a p<0,05;b p<0,01 vs D.
65,41   ± 3,85 42,24** ± 4,1 51,93a ± 4,55 53,96a ± 2,43
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            A continuación, se estudiaron los efectos inducidos por la diabetes sobre la 
regeneración ósea en estos animales utilizando un modelo bien caracterizado de 
ablación de médula ósea (191,193). De acuerdo con resultados previos en este 
modelo animal, a los 6 días tras la ablación medular se observó el reemplazo de la 
mayor parte del hematoma por hueso de nueva formación en la tibia de los ratones 
controles, evidenciado por la aparición de abundantes células osteoblásticas y 
osteoide en la metáfisis de la tibia. Por otro lado, también de acuerdo con resultados 
previos (191), se observó que los ratones diabéticos poseían un menor número de 
éstas células y un menor porcentaje de hueso de nueva formación  (Fig. 10A), como 
se puede observar en las imágenes (Fig. 10B). Además, la diabetes indujo una 
disminución del número de vasos sanguíneos presentes en la zona de neoformación 
ósea (Fig. 11A). Por el contrario, se observó un aumento significativo del número de 
adipocitos en la región media-distal de la diáfisis de la tibia en regeneración de los 
ratones diabéticos (tinción de S-100) (Fig. 11B y C).  
 
 Además, la diabetes indujo una disminución del número de osteoclastos 
maduros (polinucleares) a expensas de un aumento de sus precursores 
mononucaeares en la región metafisaria de la tibia en regeneración (Fig. 11D). En 
concordancia con la disminución de los niveles de SOST en el fémur intacto de los 
ratones diabéticos, encontramos una disminución del número de osteocitos totales y 
positivos para esclerostina en el hueso cortical de la tibia en regeneración en esta 
situación (Fig. 12A). Con la finalidad de dilucidar si esta disminución en el número de 
osteocitos estaba relacionada con la apoptosis, se analizó ésta con TUNEL. Se 
observó que los ratones diabéticos presentaban un mayor porcentaje de osteocitos 
apoptóticos que los controles (Fig. 12B). 
Control Diabetes (D) D+
PTHrP (1-36)
Ct.Th (mm) 0,145 ± 0,003 0,142 ± 0,141 ±
MMI (mm4) 1,053 ± 1,051 ±
Po (%) 0,185 0,196 ± 0,016 0,194 ±
D +
PTHrP (107-139)
0,142
1,012
0,205
±
±
±
0,002 0,002
0,015 0,160
± 0,001 0,017
0,001
0,062
0,004
B. Ar (mm2)
Tabla 4. Parámetros estructurales del hueso cortical en el fémur intacto de ratones controles y diabéticos, tratados o no 
con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control)
Ct.Th, espesor cortical; B.Ar, área de hueso cortical; MMI, momento medio de inercia; Po, porosidad. Los valores son
medias ± EEM de 5 animales por grupo.
1,040   ± 0,001 1,026   ± 0,010 1,045 ± 0,002 0,979   ± 0,006
1,009   ± 0,090
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Figura 8. (A) Niveles de glucemia (mg/dl) (A) y peso (g) (B) de los ratones controles y diabéticos, tratados o no
con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control). Los resultados son medias ± EEM de
cada uno de los grupos experimentales (n=5-10). *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D. (C) Imágenes
representativas de µCT de las áreas trabeculares del fémur distal en los diferentes grupos de estudio.
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 A continuación, evaluamos la expresión génica del sistema PTHrP/PTHR1 
junto con algunos de los marcadores implicados en la diferenciación osteoblástica, así 
como de PPARγ2 y aP-2 (111) durante la formación ósea posterior a la ablación de 
médula ósea de la tibia en ambos tipos de animales. Considerando la relación entre la 
diabetes y las alteraciones vasculares, así como entre la angiogénesis y la formación 
ósea (225), decidimos examinar la expresión del VEGF y sus receptores en estos 
animales.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
**
Figura 9. Expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de diferentes factores óseos en el fémur intacto de los ratones
controles o diabéticos, tratados o no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control). Los resultados son
medias ± EEM de 5-10 ratones por grupo experimental. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D.
0
2
4
6
8
OSX VEGF PPARγ2OPG RANKL
N
iv
el
es
 d
e 
A
R
N
m
(n
-v
ec
es
)
* *
**
**
**
**
**
**
PTHrP SOST
**
*
Control
Diabetes (D)
D+PTHrP (107-139)
D+PTHrP (1-36)
OC
**
 
Tabla 4.  Valores de masa ósea y contenido graso en los huesos largos de ratones controles y diabéticos, tratados o no con 
PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control)
Femur 0,118 ± 0,0002 0,109* ± 0,003 0,121** ± 0,002
CMO    0,045 ± 0,0002 0,042   ± 0,002 0,047** ± 0,002
% 13,170 ± 0,200 15,837* ± 13,363** ± 0,073
Tibia DMO    0,070 ± 0,001 0,067* ± 0,0007 0,073** ± 0,001
CMO 0,044 ± 0,001 0,040* ± 0,0008 0,045** ± 0,001
% 15,910 ± 0,31 16,883  ± 0,698 15,405   ± 0,016
é DMO
Grasa 0,616
Grasa 
0,118** ± 0,002
0,047** ± 0,001
13,987** ± 0,05
0,070** ± 0,001
0,045** ± 0,001
15,113   ± 0,011
 
Control Diabetes (D) D+
PTHrP (1-36)
D +
PTHrP (107-139)
DMO, densidad mineral ósea (g/cm2); CMO, contenido mineral óseo (g). Los valores son medias ± EEM de 5 animales por 
grupo. * p< 0,05 control; ** p< 0,05 vs D.
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 Encontramos que la expresión de Runx2 –un marcador de diferenciación 
osteoblástica temprana, que además controla la diferenciación de los precursores 
hematopoyéticos durante el desarrollo óseo (226)-, así como de OSX y de OC –un 
marcador tardío de maduración osteoblástica- estaba significativamente disminuida en 
los ratones diabéticos (Fig. 6), de acuerdo con lo esperado (191).  
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Figura 10. (A) Alteraciones en el número de células osteoblásticas y en el porcentaje
de hueso neoformado (evaluada por Tinción de Masson) en la tibia en regeneración de
los ratones controles y diabéticos, tratados o no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36)
(como péptido anabólico control). Los resultados son medias ± EEM de cada uno de
los grupos experimentales (n=5). *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D. (B) Imágenes
representativas del hueso neoformado en las proximidades de la placa de crecimiento
(PC) en la tibia de cada uno de los grupos de estudio.
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Figura 11. (A) Número de vasos sanguíneos presentes en la metáf isis de la tibia en regeneración de los
ratones controles y diabéticos, tratados o no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico
control). (B) Número de adipocitos presentes en la diáf isis-medial de la tibia en regeneración de los grupos de
estudio. (C) Imágenes representativas de los adipocitos en cada uno de los grupos experimentales. (D) Imagen
representativa y cuantif icación del número de osteoclastos polinucleados (P) y precursores mononucleares (M)
con tinción positiva para TRAP en la metáf isis de la tibia en regeneración de cada uno de los grupos
experimentales. Los resultados son medias ± EEM de 5 ratones por grupo experimental. *p<0,05 vs control
respectivo; **p<0,05 vs diabético respectivo.
Control D +PTHrP (107-139)
C Diabetes (D) D +PTHrP (1-36)
D
Células TRAP (+)
A B
N
º d
e 
va
so
s 
sa
ng
uí
ne
os
0
10
20
30
40
50
*
**
N
º d
e 
ad
ip
oc
ito
s
Control D D+PTHrP
(107-139)
D+PTHrP
(1-36)
0
40
10
20
30
Control D D+PTHrP
(107-139)
*
D+PTHrP
(1-36)
**
0
20
40
60
80
Control D
M P M PM P
D+PTHrP 
(107-139)
C
él
ul
as
 T
R
A
P
 (+
)  
(%
)
M P
D+PTHrP 
(1-36)
* **
**
****
50 µm
50 µm
                      Tesis doctoral Daniel Lozano Borregón - Resultados 
    
 
57 
Por el contrario, en estos ratones se observó un aumento significativo de la 
expresión génica de FA así como de la relación RANKL/OPG, aumentando la 
expresión génica de RANKL y disminuyendo la de OPG (Fig. 13). Al mismo tiempo, se 
encontró una disminución de la expresión génica de la PTHrP y de su receptor 
PTHR1, así como del sistema VEGF y sus receptores, inducida por la diabetes (Fig. 
13). Estos cambios se asociaron a un aumento significativo de los niveles de ARNm de 
PPARγ2 y aP-2 en los ratones diabéticos. Con el fin de descartar un posible efecto 
directo de la STZ en los precursores osteoblásticos en la tibia en regeneración, 
incubamos las células pluripotentes mesenquimales de ratón C3H10T1/2 en medio 
osteogénico con dosis elevadas de STZ (0,5 y 1 mg/ml) durante 10 días. No se 
encontraron efectos significativos de este compuesto en la expresión génica de OC, 
PTHrP y VEGF en estas células (Fig. 17A). El tratamiento con el fragmento C-terminal 
de la PTHrP en los ratones diabéticos revertió la disminución del peso total y las 
alteraciones histológicas (salvo en el caso de la TRAP, cuya tinción no varió) y 
estructurales observadas (Fig.8 y 10-12); así como los cambios observados en la 
expresión génica de los marcadores estudiados, excepto la FA, cuya expresión 
aumentó (Fig. 13). Además, la administración de este péptido indujo efectos 
osteogénicos en el fémur intacto de los ratones diabéticos (Fig. 8 y 9; Tablas 3 y 5). 
Estas acciones de la PTHrP (107-139) fueron similares a las inducidas por la PTHrP 
(1-36) utilizada como péptido anabólico control (Fig. 8-13; Tabla 3 y 5). 
En esta situación decidimos analizar directamente el efecto de la diabetes y su 
modulación por la PTHrP (107-139) utilizando CMMO aisladas de los huesos largos de 
los ratones diabéticos tratados o no con este péptido. En estos cultivos celulares 
procedentes de ratones diabéticos se observó una disminución del número total de 
colonias así como del número y diámetro de las positivas para FA a los 15 días de 
cultivo en comparación a los controles (Fig. 14A-C). De la misma forma, observamos 
una disminución del número y área de los nódulos de mineralización al día 21 de 
cultivo (Fig. 14D). El tratamiento con la PTHrP (107-139) revertió total o parcialmente 
estos efectos deletéreos en los ratones diabéticos (Fig. 18); Estas acciones del 
fragmento C-terminal de la PTHrP fueron similares a las inducidas por el fragmento N-
terminal de la PTHrP (como péptido anabólico control) (Fig. 8-14; Tabla 3 y 5). 
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A
Figura 12. (A) Imágenes representativas de la inmunotinción de esclerostina en la tibia de los animales
controles o diabéticos, tratados o no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control).
Además, se muestra el número de osteocitos totales y/o positivos para esclerostina en el hueso cortical de la
tibia de cada grupo. (B) Apoptosis de los osteocitos (analizada por TUNEL) del hueso cortical de la tibia en
regeneración de cada uno de los grupos de estudio. Los resultados son medias ± EEM de 4 ratones por cada
uno de los grupos experimentales. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D. a p<0,05; b p<0,01 vs control respectivo;
c p<0.05; d p<0.01 vs diabético correspondiente.
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*
Figura 13. Expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de diferentes factores ósteoblásticos (Runx2,
OSX, ALP, OC, OPG, RANKL, PTHrP/PTH1R), angiogénicos (VEGF y sus receptores, VEGFR-1 y VEGFR-2)
y adipogénicos (PPARγ2 y aP-2) en la tibia en regeneración de los ratones controles o diabéticos, tratados o
no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control). Los resultados son medias ± EEM
de 5 ratones por grupo experimental. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D.
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4.2. Efecto de la PTHrP (107-139) en células osteoblásticas de 
diferente grado de diferenciación en medio de alta glucosa  
              
A continuación, nos planteamos confirmar los efectos osteogénicos de la 
PTHrP (107-139) observados in vivo, utilizando CMMO obtenidas delos huesos largos 
de ratones controles incubadas en un medio con alta glucosa (25 mM). 
Figura 14. (A) Cambios en la formación y tamaño (B) de colonias positivas para FA, en la
formación de colonias totales (tinción con cristal violeta) (C) y en la mineralización (tinción de rojo
de alizarina) (D) en cultivos primarios de CMMO de los ratones controles o diabéticos, tratados o
no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control) durante 15 o 21 días.
Se muestran imágenes representativas de las colonias totales, FA+ y de los nódulos de
mineralización. Los cultivos primarios de 5 ratones por grupo fueron analizados de forma
independiente y los resultados se agruparon para el análisis estadístico. Los resultados son
medias ± EEM. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D.
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 En este contexto se encontró que el fragmento C-terminal de la PTHrP, a 100 
nM,  revertió las alteraciones en la formación de colonias totales y en la diferenciación 
osteogénica (número y diámetro de las colonias FA+ y en las mineralizadas) inducidas 
por la alta glucosa (Fig. 15). Además, la PTHrP (107-139) revertió los inducidos por la 
alta glucosa en la expresión génica de factores de diferenciación osteoblástica 
(PTHR1, Runx2 y OC) y adipogénica (aP-2 and PPARγ2) (Fig. 16A). Con la finalidad 
de confirmar el efecto proadipogénico de la alta glucosa en estos cultivos, las CMMO 
se mantuvieron en un medio adipogénico durante 15 días, observando un aumento del 
número de adipocitos por campo en presencia de alta glucosa, pero no en presencia 
Figura 15. Cambios en la formación y tamaño (B) de colonias positivas para FA, en la
formación de colonias totales (medidas por tinción con cristal violeta) (C) y en la mineralización
(D) de cultivos primarios de CMMO de los ratones controles sembradas en medio normal o de
alta glucosa (AG, 25 mM), estimuladas o no con PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como
péptido anabólico control) (100 nM), de forma intermitente (6 h en ciclos de 48 h) o de forma
continua, durante 15-21 días. Además, se muestran imágenes representativas de las colonias
totales, FA+ y de los nódulos de mineralización. Los cultivos primarios de 5 ratones por grupo
fueron analizados de forma independiente y los resultados fueron agrupados para el análisis
estadístico. Los resultados son medias ± EEM. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D.
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de la PTHrP (107-139) (Fig. 16B). El tratamiento intermitente (en periodos de 6 
horas) con este péptido fue igual de eficiente que el tratamiento continuo cada 48 h 
(Figs. 15 y 16). En todos los casos, el fragmento N-terminal de la PTHrP reprodujo los 
efectos osteogénicos de la PTHrP (107-139) en estos cultivos (Figs. 14-16). 
 
 
 
Figura 16. . (A) Cambios en la expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de diferentes
factores osteoblásticos (Runx2, OC, PTHR1) y adipogénicos (PPARγ2 y aP-2) en CMMO de
ratón, en presencia o ausencia de alta glucosa (AG, 25 mM) y estimuladas o no con PTHrP (107-
139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control) (100 nM), de forma intermitente (6 h en
ciclos de 48h) o continua durante 15 días. (B) Cambios en la formación de adipocitos en las
CMMO en las mismas condiciones experimentales del apartado anterior. Se muestra una imagen
representativa de los adipocitos. Los cultivos primarios de 3-4 ratones por grupo fueron
analizados de forma independiente y los resultados se agruparon para el análisis estadístico. Los
resultados son medias ± EEM. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs D
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              Además, quisimos comprobar estos efectos anabólicos de la PTHrP (107-
139) utilizando células osteoblásticas de ratón MC3T3-E1 in vitro, un modelo celular 
ampliamente utilizado para estudiar los efectos anabólicos del dominio N-terminal 
común a la PTH y la PTHrP (227-229). La exposición de estas células a la elevada 
glucosa (25 mM) durante el crecimiento y la diferenciación celular en un medio 
osteogénico disminuyó significativamente la expresión génica de Runx2, OSX y OC, 
así como la relación OPG/RANKL sin variar la de FA (Fig. 18). Estos resultados se 
Figura 17 . (A) Expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de OC, PTHrP y VEGF
en células mesenquimales de ratón C3H10T1/2 en presencia de dosis elevadas de STZ (0,5
y 1 mg/ml) durante 10 días. (B) Expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de OPG
en células MC3T3-E1 crecidas en alta glucosa (AG, 25 mM) durante 5 días, en presencia o
ausencia de PTHrP (107-139) a diferentes concentraciones (10-7-10-12 M). (C) Cambios en la
expresión proteica de PTHrP y PTHR1 (analizados por transferencia western) en células
MC3T3-E1, en presencia o ausencia de AG durante 5 días. Los resultados son medias ±
EEM de 3-4 experimentos independientes. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs AG.
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acompañaron de una disminución de la expresión génica (y proteica) del sistema 
PTHrP/PTHR1 y del VEGF y sus receptores (Fig. 17C y 18). Estas alteraciones de la 
elevada glucosa fueron reproducidas con el tratamiento de estas células con la misma 
concentración de manitol (25 mM) (Fig. 18). La presencia de  PTHrP (107-139), o el 
pentapéptido PTHrP (107-111), a 100 nM, en el medio con alta glucosa revertió la 
mayoría de las alteraciones observadas en los citados factores osteoblásticos por el 
medio hiperosmótico (Fig. 18). Además, el efecto osteogénico de este fragmento C-
terminal de la PTHrP era dosis dependiente, siendo eficaz incluso a una concentración 
de 10 pM sobe la expresión génica de OPG (Fig. 17B). 
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Figura 18. Expresión génica (analizada por PCR a tiempo real) de diferentes factores
ósteoblásticos (Runx2, OSX, ALP, OC, OPG, RANKL, PTHrP/PTH1R) y angiogénicos (VEGF
y sus receptores, VEGFR-1 y VEGFR-2) en células MC3T3-E1 sometidas a alta glucosa (AG,
25 mM) (o manitol como control osmótico) durante 5 días, en presencia o ausencia de PTHrP
(107-139), PTHrP (107-111) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control) (100 nM). Los
resultados son medias ± EEM de 5 experimentos independientes. *p<0,05 vs control; **p<
0,05 vs AG o manitol.
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Por otro lado, no observamos alteraciones significativas en la mineralización, la 
actividad de FA o la secreción de colágeno por la alta glucosa o el manitol en estas 
células (Fig. 19B-D); aunque aumentaron con el tratamiento con la PTHrP (107-139) 
durante el período de estudio (5-15 días). Además, se observó una disminución en el 
número de células viables (por ensayo colorimétrico de viabilidad celular y exclusión 
de azul de tripán) provocada por la exposición continua a la alta glucosa en las células 
MC3T3-E1; un efecto que revertió por la PTHrP (107-139) (Fig. 19A). Se observaron 
efectos similares utilizando la PTHrP (1-36) como factor anabólico óseo bien 
caracterizado (Fig. 18 y 19).   
Figura 19. (A) Crecimiento (analizado por ensayo colorimétrico o azul de tripán a los 5 días) de
las células MC3T3-E1 en medio de alta glucosa (AG, 25 mM) o manitol (control osmótico), en
ausencia o en presencia de PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36) (como péptido anabólico control)
(100 nM). Actividad de FA (B) y síntesis de colágeno (C) a los 5 días de cultivo en medio de AG o
manitol, con o sin PTHrP (107-139) o PTHrP (1-36). (D) Mineralización en las células MC3T3-E1
a los 15 días en los mismos grupos experimentales. Los resultados son medias ± EEM de 3-4
experimentos independientes. *p<0,05 vs control; **p<0,05 vs AG o manitol.
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Es interesante señalar que una exposición crónica de las células MC3T3-E1 a 
un antisuero neutralizante de la PTHrP (107-139) (C7) en un medio con glucosa 
normal, inhibió el efecto osteogénico de la PTHrP (107-139) (a una concentración de 
100 nM) sobre la expresión génica de OSX, OC y VEGF, mientras, como era de 
esperar (85), la PTHrP (109-138) fue ineficaz en estas condiciones (Fig. 20). Además 
una exposición crónica de estas células a un antisuero neutralizante de la PTHrP (1-
36) [C13, dilución 1:100], a dos antagonistas del receptor PTH1R, el péptido PTHrP (7-
34) (84,230) y el antagonista no peptídico JB4365 (214), cada uno a una 
concentración de 1 µM, en un medio con glucosa normal, reprodujo los efectos del 
medio hiperosmótico en la expresión génica de los marcadores analizados (Fig. 20). 
*
##
*
Figura 20. Efecto de la PTHrP endógena y exógena sobre la expresión génica (por PCR a
tiempo real) de factores osteoblásticos en las células MC3T3-E1 crecidas en medio de
glucosa normal durante 5 días. La PTHrP (107-139) y la PTHrP (109-138) se añadieron a
100 nM; los anticuerpos neutralizantes de la PTHrP (107-139) (C7) y PTHrP (1-36) (C13), a
dilución 1:100. Los antagonistas del PTHR1, PTHrP (7-34) y JB4365 se añadireon a 1 µM.
Los resultados son medias ± EEM de 5 experimentos independientes. AG, alta glucosa.
*p<0,05; **p<0,01 vs control respectivo; #p<0,05 vs PTHrP (107-139).
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4.3. Efecto de la PTHrP (107-111) cargada en biocerámicas en 
células MC3T3-E1 
 En primer lugar, evaluamos la capacidad de los materiales de interés (SBA-15 
y C8-SBA-15) cargados con la PTHrP (107-111) para captar y liberar el péptido al 
medio de cultivo. Encontramos que el SBA-15 y el C8-SBA-15 retuvieron el 82% y el 
77%, respectivamente, del péptido (utilizando 125I-[Tyr116]PTHrP (107-115) como 
trazador según se ha indicado en Métodos) tras 24 horas de carga. Después de una 
incubación de 24 horas en medio de cultivo, los biomateriales cargados con PTHrP 
(107-111) liberaron un 81% y un 75% de media, respectivamente, del mismo (Fig. 21). 
A las 48 horas, estos valores fueron de 93% y 88%, respectivamente. Además, el 
material C8-SBA-15 retuvo 3-4 % más del péptido que el SBA-15 entre los días 5 y 8. 
A los 10-15 días, la liberación del péptido por parte del SBA-15 fue del 100%, mientras 
que el C8-SBA-15 todavía retuvo un 4% del mismo (Fig. 21 y Tabla 6). 
Asumiendo que el mecanismo de liberación de la osteostatina era por difusión 
(231), y considerando la insolubilidad de la matriz de sílice a pH 7,4, la liberación 
seguiría un patrón de acuerdo con la ecuación de Noyes-Whitney (232, 233): 
 
)               (1) 
 
Wt corresponde a la masa del péptido liberado al tiempo t; Wo representa la 
masa máxima inicial del péptido dentro de los poros; A es la máxima cantidad de 
péptido liberado; k1 es la constante de liberación, que es independiente de la 
concentración de péptido e indica la accesibilidad del solvente y el coeficiente de 
difusión a través de los canales del material mesoporoso (233, 234-236).   
En estas condiciones, observamos que la liberación del péptido es rápida 
durante las primeras 24 horas, llegando a una fase estacionaria a partir de las 48 
horas, mostrando una desviación respecto al definido por la ecuación (1). Esta 
desviación, debida a factores tales como el volumen del péptido, la distorsión de los 
canales del mesoporo y/o la liberación de moléculas del péptido adsorbidas en la 
superficie externa del material, se resuelve con la introducción de un factor empírico δ 
en la ecuación (1) (237, 238): 
) δ                  (2) 
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Los valores de este factor van de 0 a 1 para los materiales que siguen una 
cinética de primer orden o que liberan el péptido desde la superficie externa del 
material. Ajustando los datos a este modelo semi-empírico de primer orden, se obtiene 
una curva de liberación se muestran en la tabla 6. De acuerdo con este modelo, δ nos 
da una idea del grado de fidelidad de esta aproximación. En el caso del material C8-
SBA-15, δ es menor que en el caso del SBA-15, indicando que parte de las moléculas 
del péptido se liberan desde la superficie externa del material. Lo cual está de acuerdo 
con la funcionalización de C8-SBA-15 que dificulta el acceso del péptido al poro del 
mesoporoso. Además, parece que la liberación del péptido por parte del SBA-15 es 
más rápida que la del C8-SBA-15, indicando una mayor retención del mismo por este 
último. 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Perfil de liberación de la PTHrP (107-111) por los biomateriales SBA-15 y C8-SBA-
15. Los puntos de la curva son medias de 3 medidas independientes por cada tiempo. Los
valores del EEM (correspondientes a un coeficiente de variación <5% para cada punto) se
han omitido para simplificar la representación de la gráfica.
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A continuación, quisimos evaluar los efectos osteogénicos de la PTHrP (107-
111) cargada en los biomateriales en cultivos de células MC3T3-E1. Encontramos que 
el biomaterial SBA-15 con el péptido incorporado aumentó el número de células 
viables (por exclusión de azul de tripán) respecto al material no cargado a los dos días 
de la siembra (Fig. 22 A y B). Esto se confirmó analizando el crecimiento celular (Fig. 
22C). Además, este efecto también se observó al día 4, en el que menos del 10% de 
la PTHrP (107-111) cargada permanecía en el biomaterial (Fig. 21); incluso cuando se 
transfirió el biomaterial previamente incubado dos días con las células a un nuevo 
cultivo celular no expuesto anteriormente al mismo durante dos días más (Fig. 22A y 
B). Según la cinética de liberación del trazador, la cantidad de péptido liberado al 
medio por parte de los biomateriales cargados con la PTHrP (107-111) es 
aproximadamente de 75 nM y 1 nM, a los 2 y a los 4 días, respectivamente. Estas 
concentraciones son bioactivas, como se comprobó al añadir directamente PTHrP 
(107-111) sintética, en un rango de dosis de 0.1-100 nM, que aumentó 
significativamente el crecimiento celular en las MC3T3-E1 (Fig. 22D).   
El biomaterial SBA-15 cargado con la PTHrP (107-111) también estimuló los 
niveles de ARNm de la FA (Fig. 23A), así como su actividad, y la síntesis de colágeno 
a los dos días en dichas células (Fig. 23B y C). Además, la expresión génica del 
VEGF, un potente factor angiogénico en el crecimiento y la reparación ósea que 
parece actuar coordinadamente con la PTHrP en los osteoblastos (176,188,225,239), 
aumentó en las células expuestas al biomaterial cargado con PTHrP (107-111) (Fig. 
23). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en la expresión 
génica de OC y OPG, aunque sí una disminución de los niveles de expresión del 
Tabla 6. Parámetros cinéticos de la PTHrP (107-111) liberada por parte de los materiales SBA-
15 y C8-SBA-15
W0, masa máxima inicial del péptido en los poros; A, máxima cantidad de péptido liberado; δ ,
factor empírico, cuyo rango varía entre 1 (materiales que siguen una cinética de primer orden) y
0 (materiales que inicialmente liberan las moléculas del péptido localizadas en la superficie
térmica de los mismos).
81,5 98 ± 1,8 46,9 ± 9 0,63 ± 0,08
77 94 ± 2,4 37,7 ± 10 0,58 ± 0,09
Material W0 (µmol) A (%) K1.103 (h-1)               δ
SBA-15
C8-SBA-15
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RANKL, indicando una relación OPG/RANKL aumentada por el biomaterial con 
el péptido (Fig. 23A).   
 
 
El  biomaterial C8-SBA-15 cargado con la osteostatina indujo efectos similares 
a los observados con el biomaterial sin funcionalizar sobre el crecimiento celular (Fig. 
22) y en la expresión de varios factores osteoblásticos hasta el día 8 de cultivo en las 
células MCT3T3-E1 (Fig. 23 y 24). Sin embargo, la expresión génica de OC y OPG 
también aumentó en presencia de este material funcionalizado cargado con la PTHrP 
(107-111) (Fig. 24).  
Figura 22. (A) Proliferación de las células MC3T3-E1 en presencia o no de SBA-15 o C8-SBA-
15, cargados o sin cargar con PTHrP (107-111), a los 2 y 4 días de cultivo. (B) Proliferación de
estas células en las mismas condiciones tras transferir los biomateriales a un cultivo no
expuesto previamente a los mismos. (C) Viailidad de las células MC3T3-E1(como se describe
en Material y Métodos) en presencia o ausencia de ambos tipos de biomateriales, cargados o
no con PTHrP (107-111), a los 2 días de cultivo. (D) Dosis-respuesta del efecto de la PTHrP
(107-111) sintética sobre la viabilidad de estas células. Los resultados son medias ± EEM de
4-5 experimentos independientes por triplicado. #p<0,05 vs control; *p<0,05 vs material sin
cargar correspondiente; ap<0,05 vs SBA-15 cargado con PTHrP (107-111).
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Figura 23. Cambios en la expresión génica (analizados por PCR a tiempo real) de factores
osteoblásticos (A), en la actividad de FA (B) y en la síntesis de colágeno (C) inducidos por los
biomateriales SBA-15 y C8-SBA-15, cargados o no con PTHrP (107-111) a los 2 días de
cultivo en las células MC3T3-E1. Los resultados son medias ± EEM de 4-5 experimentos
independientes por triplicado. #p<0,05 vs control; *p<0,05 vs material sin cargar
correspondiente .
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Aemás, encontramos que la exposición de ambos tipos de biomateriales 
cargados con la PTHrP (107-111) aumentó de modo similar la mineralización en las 
MC3T3-E1 a los 12 días de cultivo (Fig. 24D). Ninguno de los materiales (no cargados 
con el péptido) estudiados afectó significativamente el crecimiento celular o alguno de 
los parámetros funcionales analizados en estas células, indicando que la PTHrP (107-
111) es la responsable de los efectos osteogénicos observados (Fig. 22-24). De 
especial interés, se observó  que un único pulso de dos días de PTHrP (107-111), a la 
misma concentración que la utilizada en los biomateriales estudiados (80 nM) al 
principio del cultivo celular, fue mucho menos eficaz que la exposición continua al 
biomaterial con el péptido cargado en cuanto a su capacidad para inducir la 
mineralización en estas células. 
 
 
4.3. Efecto de la PTHrP (107-111) cargada en biocerámicas en 
un modelo de regeneración ósea tras un defecto cavitario en el 
fémur de conejo 
 
Una vez comprobada la acción osteogénica de estos biomateriales con la 
PTHrP (107-111) in vitro, se propuso analizar in vivo sus posibles efectos sobre la 
regeneración ósea tras un defecto cavitario en el fémur del conejo, a las 4 y 8 
semanas del implante. Del análisis histopatológico de las muestras óseas se 
obtuvieron los siguientes resultados: 
 
a) SBA-15 
A las 4 semanas de implantar el material SBA-15, éste se hallaba intacto 
rellenando el defecto cavitario producido en el fémur. La zona de entrada del 
biomaterial estaba ocupada por abundante tejido conectivo denso que restaura la 
solución de continuidad en la cavidad femoral. Alrededor del biomaterial se observó 
una gran presencia de osteoide (Fig. 25A) en zonas corticales, y una cápsula fibrosa 
que aísla y envuelve al material, sin interferir aparentemente con el área medular. No 
se observó reacción inflamatoria. A las 8 semanas, el biomaterial en contacto con la 
médula ósea no presentaba modificaciones significativas, permaneciendo aislado por 
la cápsula fibrosa. Por otra parte, en la zona en contacto con el hueso cortical se 
observó la formación de trabéculas en las proximidades del implante (Fig. 27A). 
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Figura 24. Cambios en la expresión génica (analizados por PCR a tiempo real) de factores
osteoblásticos (A), en la actividad de FA (B), en la síntesis de colágeno (C) a los ocho días de
cultivo, y en la mineralización (tinción con rojo de alizarina) a los 12 días (D), inducidos por
los biomateriales SBA-15 y C8-SBA-15, cargados o no con PTHrP (107-111) en las células
MC3T3-E1. La PTHrP (107-111) (100 nM) se añadió en una única dosis al comienzo del
cultivo como control del péptido nativo solo frente al liberado por los biomateriales (D). Los
resultados son medias ± EEM de 3-5 experimentos independientes por triplicado. #p<0,05 vs
control; *p<0,05 vs material sin cargar correspondiente; ap<0,05 vs SBA-15 cargado con
PTHrP (107-111); bp<0,05 vs PTHrP (107–111).
A
B C
D
0
0,005
0,01
0,015
0,02
Control SBA-15 SBA-15
+ PTHrP
(107-111)
Sí
nt
es
is
 d
e 
C
ol
ág
en
o 
(p
g/
m
g 
pr
ot
ei
na
)
*, # *, #
FA RANKL VEGF
*,#
0
0,5
1
1,5
OC OPG
2
2,5
*, #*, #
*, #,a
N
iv
el
es
 d
e 
A
R
N
m
(n
-v
ec
es
)
*
*,#
*,#,a
*,#
C8-SBA-15
+ PTHrP
(107-111)
SBA-15 
+ PTHrP 
(107-111)
Control SBA-15
0
2
4
6
8
*, #
A
ct
iv
id
ad
FA
+ 
(n
m
ol
es
/m
in
/m
g 
pr
ot
ei
na
)
C8-
SBA-15
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
PTHrP
(107-111)
SBA-15 SBA-15 +
PTHrP
(107-111)
A
62
0 
nm
Control
*, #,b
*,#,b
Control SBA-15 SBA-15 +
PTHrP (107-111)
C8-SBA-15 C8-SBA-15 +
PTHrP (107-111)
C8-SBA-15
+ PTHrP
(107-111)
C8-
SBA-15
C8-SBA-15
+ PTHrP
(107-111)
C8-
SBA-15
                      Tesis doctoral Daniel Lozano Borregón - Resultados 
    
 
74 
b) C8-SBA-15 
En los animales implantados con este material se observó un comportamiento 
similar al descrito para el implante de SBA-15 sin funcionalizar a las 4 semanas. Sin 
embargo, el C8-SBA-15 estaba aislado por una cápsula fibrosa de mayor espesor (Fig. 
25C). La reparación ósea observada a las 8 semanas, abarcaba todo el defecto 
cavitario, observándose una cápsula fibrosa externa bien definida rodeada por 
osteoide que ocupaba la luz de la cavidad de entrada del biomaterial y trabéculas 
óseas de hueso neoformado rodeando la cara cortical del biomaterial (Fig. 27C). 
 
c) SBA-15 + PTHrP (107-111) 
En los conejos implantados con SBA-15 cargado con PTHrP (107-111), a las 4 
semanas se observó una intensa cicatrización que abarcaba desde la cavidad de 
entrada del biomaterial (ahora ocupada por una gruesa capa de tejido conjuntivo 
fibroso con presencia de cartílago articular) y gran cantidad de osteoide rodeando al 
mismo. El biomaterial en contacto con el área medular se hallaba rodeado por una 
incipiente corona de hueso trabecular situada en la periferia de la superficie de 
osteoide (Fig. 25B). Por otra parte, el osteoide descrito a las 4 semanas, aumentó 
considerablemente alrededor de la cara cortical del biomaterial en dirección a la 
superficie externa a las 8 semanas; siendo, por el contrario, más limitada hacia la zona 
medular donde se pueden observar áreas trabeculares rodeando el biomaterial 
implantado (Fig. 27B) 
 
d) C8-SBA-15 + PTHrP (107-111) 
El comportamiento del C8-SBA-15 cargado con la PTHrP (107-111) fue similar 
al descrito en el grupo anterior, manteniéndose un mayor espesor de la cápsula fibrosa 
en comparación con los grupos que no estaban funcionalizados con C8 (Fig. 25D). A 
las 8 semanas, durante el proceso de reparación, se pudo observar una hiperplasia 
conjuntiva externa y del cartílago hialino y una hiperplasia ósea que conformaban el 
estrato tisular de las neoformaciones de osteoide que rodean al implante. Lo más 
destacado de este grupo fue la reacción interna observada en la cápsula fibrosa, la 
cual aparecía desdoblada permitiendo la aparición de un espacio ocupado por 
osteoide no calcificado que perfila la superficie intacta del biomaterial. (Fig. 27D). 
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Figura 25. Imágenes representativas de la tinción de Masson en los fémures de conejos con
los implantes de los biomateriales SBA-15 (A) o C8-SBA15 (C) sin cargar o cargados (B y D,
respectivamente) con la PTHrP (107-111) a las 4 semanas del defecto cavitario. m= material
correspondiente
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Las observaciones realizadas en el estudio histológico a 4 y 8 semanas para 
cada uno de los materiales, con o sin PTHrP (107-111), fueron confirmadas por 
estudios de µCT. En las imágenes representativas de cada grupo experimental se 
puede observar la formación ósea de novo a diferentes distancias del material 
implantado (Figs. 26 y 28). El aumento de formación ósea observado en las imágenes 
correspondientes a los materiales cargados con PTHrP (107-111) se evidenció por el 
aumento del % de BV/TV y la disminución del Tb.Pf. en el fémur del conejo (Tabla 7). 
 
 
 
 
 
 
SBA-
PTHrP (107
SBA
PTHrP
15-C8 + 
-111)
-15 + 
(107-111)
Material
Hueso a 100 -200 µm
Hueso a 300 -400 µm
Hueso a 200 -300 µm
Hueso a 0 -100 µm
SBA-15-C8
SBA-15
Figura 26. Imágenes representativas (analizadas por µCT) de la neoformación ósea a
diferentes distancias de cada uno de los biomateriales estudiados, con o sin PTHrP
(107-111) a las 4 semanas de realizar el defecto cavitario en el fémur del conejo.
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Figura 27. Imágenes representativas de la tinción de Masson en los fémures de conejos con
implantes de los biomateriales SBA-15 (A) o C8-SBA15 (C) sin cargar o cargados (B y D,
respectivamente) con la PTHrP (107-111) a las 8 semanas del defecto cavitario. m= material
correspondiente.
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Los cambios observados en la histología y en la estructura ósea en el fémur del 
conejo se correlacionaron con un aumento de la tinción de OC en las muestras con 
materiales cargados con PTHrP (107-111) (Fig. 29A). Se observo una disminución en 
la inmunotinción de OC entre las 4 y 8 semanas tras el implante. Sin embargo, se 
observó un aumento de la tinción en los fémures que contenían los biomateriales 
cargados con PTHrP (107-111) en comparación con aquellos que no contenían el 
péptido. De especial interés es señalar que la presencia del péptido en el biomaterial 
C8-SBA-15 indujo un mayor efecto en este marcador que en el SBA-15. En ninguno de 
los fémures estudiados se observó un aumento del componente inflamatorio en 
Figura 28. Imágenes representativas (analizadas por µCT) de la neoformación ósea a
diferentes distancias de cada uno de los biomateriales estudiados, con o sin PTHrP (107-111) a
las 8 semanas de realizar el defecto cavitario en el fémur del conejo.
SBA-15-C8
Material
Hueso a 100-200 µm
Hueso a 300-400 µm
Hueso a 200-300 µm
Hueso a 0-100 µm
SBA-15 + 
PTHrP (107-111)
SBA-15-C8 + 
PTHrP (107-111)
SBA-15
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presencia de los diferentes materiales estudiados. Además, la presencia de 
células postitivas para la inmunotinción de TRAP o de RAM11 (Fig.  29B y C) (marcaja 
de macrófagos) fue muy baja en todos los grupos de estudio (por debajo del 3%), 
siendo prácticamente nula en el caso de los materiales con PTHrP (107-111). Por otro 
lado, la inmunotinción de esclerostina en los osteocitos del hueso cortical fue mayor en 
las proximidades del C8-SBA-15 en comparación con el SBA-15, aunque en ambos 
casos la PTHrP (107-111) normalizó este efecto (Fig. 30A). No se pudieron cuantificar 
las diferencias en la inmunotinción positiva para VEGF (Fig. 30B), ya que el marcaje 
fue muy débil para este marcador en todos los grupos de estudio. 
 
 
C8-SBA-15
C8-SBA-15+
PTHrP(107-111)
Distancia (µm) BV/TV (%) Tb.Pf (mm-1) BV/TV (%)
109 1,95 35,24 2,86 8,75
218 1,17 38,23 6,40 10,03
327 1,13 44,96 23,29 4,11
436 1,14 34,05 34,84 2.90
Tb.Pf (mm-1)
SBA-15
SBA-15+
PTHrP(107-111)
BV/TV (%) Tb.Pf (mm-1) BV/TV (%)
13,65 17,42 24,24 19,92
19,91 16,88 33,23 9,38
25,75 14,68 44,08 6,25
33,60 9,59 46,45 7,12
Tb.Pf (mm-1)
8 semanas
C8-SBA-15
C8-SBA-15+
PTHrP(107-111)
Distancia (µm) BV/TV (%) Tb.Pf (mm-1) BV/TV (%)
109 2,01 35,62 26,75 0,59
218 2,32 35,30 20,50 4,95
327 4,03 28,37 17,60 8,01
436 8,68 18,95 18,15 9,53
Tb.Pf (mm-1)
SBA-15
SBA-15+
PTHrP(107-111)
BV/TV (%) Tb.Pf (mm-1) BV/TV (%)
0,50 60,82 27,74 28,01
0,97 40,23 10,43 8,53
3,82 28,27 14,48 14,35
10,43 16,43 25,71 5,02
Tb.Pf (mm-1)
4 semanas
Tabla 7. Parámetros estructurales óseos a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales implantados, con o sin PTHrP
(107-111) a las dos y cuatro semanas del defecto cavitario producido en el fémur de conejo
BV/TV (%), porcentaje de volumen óseo; Tb.Pf., factor de patrón de hueso trabecular. Los datos corresponden a un conejo 
representativo de cada grupo.
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Figura 29. (A) Inmunotinción de osteocalcina en la zona preiimplante de los biomateriales estudiados cargados o no con
PTHrP (107-111) a las 4 y 8 semanas del defecto cavitario producido en el fémur del conejo. Los resultados son medias ±
EEM de 3 conejos por cada grupo experimental. *p<0,05 vs material sin cargar correspondiente. Imágenes representativas de
la inmunotinción de TRAP (B) y de RAM11 (C) .
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Figura 30. (A) Número de osteocitos positivos para esclerostina en el hueso cortical próximo al implante en el fémur de
conejo en los grupos C8-SBA-15 y C8-SBA-15 + PTHrP (107-111) a las 8 semanas del defecto cavitario. Se muestran
imágenes representativas de la inmunotinción de esclerostina en ambos grupos. Los resultados son medias ± EEM de 3
conejos por cada uno de los grupos experimentales. *p<0,05 vs C8-SBA-15. (B) Imagen representativa de la inmunotinción de
VEGF.
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5. DISCUSIÓN 
    
5.1. Efectos osteogénicos de la PTHrP (107-139) en ratones 
diabéticos con osteopenia y bajo remodelado óseo.  
 La pérdida de masa ósea asociada a la diabetes tipo 1 está bien demostrada. 
En esta situación, una gran variedad de alteraciones de la diabetes, incluyendo el 
déficit de insulina e IGF-1 y la hiperglucemia pueden contribuir a la osteopenia 
(33,134,240). Estudios previos en roedores diabéticos por inyección de STZ han 
demostrado una disminución de la formación ósea, tanto por histomorfometría como 
utilizando marcadores de remodelado óseo (137,138,191,241). En nuestro modelo, 
utilizando DXA, hemos observado una disminución de la masa ósea en el fémur 
intacto y en la tibia en regeneración a las 4 semanas de diabetes. Además, se observó 
por análisis de µCT una disminución de hueso trabecular en el fémur intacto de estos 
ratones, mientras que los parámetros corticales no variarion signficativamente; hechos 
que van en consonancia con estudios anteriores (137,138). La regeneración ósea tras 
la ablación medular en estos ratones diabéticos se ha demostrado que está disminuida 
o retardada en comparación con los controles (191). En esta Tesis, hemos ratificado y 
ampliado estos hallazgos, sugiriendo que la formación ósea disminuida en esta 
situación se debe, al menos en parte, a una disminución del sistema PTHrP en los 
osteoblastos. 
Datos previos en roedores diabéticos no obsesos o por inyección de STZ 
sugieren que la diabetes afecta principalmente a etapas tardías de la maduración 
osteoblástica (137,138). De hecho, en esta Tesis hemos observado una disminución 
de la expresión génica de OC en la tibia en regeneración de los ratones diabéticos. Sin 
embargo, los cambios observados en otros estudios en marcadores más tempranos de 
diferenciación osteoblástica son variables en función del modelo y los tiempos de 
observación utilizados (137,138,191). Así, al menos los niveles de expresión de Runx2 
parecen disminuidos inicialmente para posteriormente normalizarse una vez 
establecida la diabetes (189). De acuerdo con estos hallazgos, encontramos que la 
expresión génica de Runx2 y OSX [un factor que es distal a Runx2 durante el 
desarrollo osteoblástico (242)] fue menor en los ratones diabéticos durante el proceso 
de reparación ósea, en concordancia con una menor neoformación ósea y una menor  
presencia de osteoblastos en la zona de regeneración ósea de la tibia. En cambio, se 
observó un aumento de expresión génica de los marcadores adipocíticos PPARγ2 y 
aP-2 en los ratones diabéticos, de acuerdo con resultados previos (113,137,138), y 
con el mayor número de adipocitos presentes en esta situación en dichos animales.  
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Estas alteraciones se asocian a una disminución del sistema de la 
PTHrP/PTHR1 así como del VEGF y sus receptores y del número de vasos 
sanguíneos [coherente con una deficiente diferenciación osteoblástica y angiogénica 
(84,240,243)] en la tibia en regeneración de los ratones diabéticos.  
Los cambios inducidos por la diabetes en el hueso en regeneración incluían 
además una disminución del número de osteocitos totales y positivos para esclerostina 
en el hueso cortical, así como de la abundancia relativa de osteoclastos 
multinucleados. A priori, hubiéramos esperado un aumento de expresión de 
esclerostina en los ratones diabéticos, ya que se trata de un factor inhibidor de la 
formación ósea, si bien se justifica por la mayor tasa de apoptosis de osteocitos en los 
ratones diabéticos. 
Datos similares a los observados en la expresión génica de factores 
osteoblásticos en la tibia en regeneración se obtuvieron en el fémur intacto de los 
ratones diabéticos; si bien el aumento de la expresión de RANKL puede parecer 
incoherente con una disminución de resorción ósea en éste y en otros modelos de 
diabetes tipo 1 (113,138,244,245). Sin embargo, esta aparente incongruencia podría 
explicarse por hallazgos recientes in vitro en los que la exposición crónica de pre-
osteoclastos murinos a alta glucosa inhibió la osteoclastogénesis inducida por RANKL 
y la función osteoclástica a través de mecanismos rédox (246). 
   El tratamiento con la PTHrP (107-139) revirtió los cambios deletéreos 
producidos en la estructura y en la masa óseas de los ratones diabéticos. Estos 
efectos se asociaron a su acción anabólica más que a sus propiedades antiresortivas 
descritas (85, 96-99). Así, en la tibia en regeneración de estos ratones, este fragmento 
no alteró la escasa presencia de osteoclastos multinucleados, positivos para TRAP; en 
consonancia con observaciones previas en este modelo de bajo remodelado óseo 
(113,138,244,245). Sin embargo, la administración de la PTHrP (107-139) revirtió los 
efectos negativos de la diabetes sobre el número de osteoblastos y osteocitos y en la 
angiogénesis, así como en la abundancia de adipocitos, durante la regeneración ósea 
tras la ablación medular. Además, la acción osteogénica de este fragmento C-terminal 
de la PTHrP se confirmó al evaluar la expresión génica de diversos marcadores 
osteogénicos y adipogénicos alterados por la diabetes en los huesos largos de los 
ratones.  
Los resultados de esta Tesis demuestran un efecto angiogénico de la PTHrP 
(107-139) en situación diabética. Estudios previos han demostrado que este péptido y 
el fragmento N-terminal de la PTHrP estimulan la expresión de VEGF y su receptor 
VEGFR-2 en células osteoblásticas humanas in vitro, y también en la tibia en 
regeneración de ratones tratados con GCs (84,100,176,178). La sobreexpresión de 
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ambos receptores del VEGF, VEGFR1 y VEGFR2, por la PTHrP (107-139) en este 
trabajo de Tesis es de interés al considerar que ambos receptores parecen contribuir a 
la neoangiogénesis y la neoformación ósea durante la reparación ósea (188). Además, 
se ha sugerido que la PTHrP y el VEGF podrían modular de modo coordinado la 
angiogénesis y la formación ósea durante el crecimiento y la reparación ósea 
(226,239,247,248). Se ha demostrado una disminución de la señalización y/o la 
síntesis de la PTHrP así como de la producción de VEGF en células osteoblásticas 
humanas obtenidas de hueso trabecular en relación con la edad, sobre todo en 
aquéllas menos diferenciadas (239,249). En conjunto, estos hallazgos sugieren que la 
disminución del sistema VEGF observada en los ratones diabéticos puede ser debida, 
al menos en parte, a la del sistema de la PTHrP. Sin embargo, una inhibición del factor 
inducible por hipoxia por la alta glucosa podría contribuir a la disminución de la 
expresión de VEGF en este modelo (250).  
Además, se llevaron a cabo estudios en CMMO a partir de los huesos largos de 
ratones diabéticos, tratados o no con la PTHrP (107-139). De acuerdo con los 
resultados obtenidos in vivo, la diabetes indujo una disminución del tamaño y el 
número de colonias totales y FA+ así como de su capacidad de mineralización; estos 
efectos fueron revertidos por el tratamiento con la PTHrP (107-139).  
Resultados similares a los observados en los ratones tratados con la PTHrP 
(107-139) se observaron en los ratones tratados con el fragmento N-terminal de la 
PTHrP, utilizado como control anabólico. 
 
5.2. Efectos osteogénicos de la PTHrP (107-139) en células 
osteoblásticas de diferente grado de diferenciación en medio 
de alta glucosa  
Con la finalidad de confirmar las acciones anabólicas del fragmento C-terminal 
de la PTHrP se estudiaron sus efectos in vitro en CMMO de ratones controles y en 
células osteoblásticas más diferenciadas de ratón MC3T3-E1 cultivadas con altas 
concentraciones de glucosa. 
De forma similar a los resultados in vivo y ex vivo descritos en los ratones 
diabéticos,  observamos que la alta glucosa (25 nM) disminuyó la expresión de Runx2, 
OC y PTHR1 y aumentó la de PPARγ2 y aP -2 en los cultivos de CMMO in vitro. Por 
otra parte, la alta glucosa indujo la adipogénesis en estas células crecidas en un medio 
adipogénico. La presencia de la PTHrP (107-139), continua o en pulsos, normalizó las 
alteraciones asociadas a la presencia de la glucosa elevada (formación de colonias 
totales y FA+, mineralización, adipogénesis y expresión génica de diferentes 
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marcadores) en las CMMO aisladas de ratones controles. La eficacia de este péptido 
de la PTHrP en pulsos es similar a lo observado previamente en otras líneas celulares 
osteoblásticas (84,100,251). De nuevo, estos efectos de la PTHrP C-terminal fueron 
similares a los observados en los cultivos de CMMO tratados con el fragmento N-
terminal de la proteína.  
Los hallazgos de esta Tesis demuestran que la alta glucosa, a través de un 
mecanismo osmótico, disminuye la maduración osteoblástica en células MC3T3-E1, 
que representan un fenotipo osteoblástico más diferenciado que las CMMO (252, 253). 
Los resultados obtenidos in vitro en las células MC3T3-E1 demuestran que el medio 
hiperosmótico por sí mismo suprime diferentes marcadores de diferenciación 
osteoblástica, tanto tempranos como tardíos, así como los sistemas PTHrP y VEGF. 
Estudios previos utilizando esta misma línea celular examinaron el efecto de la 
exposición aguda o crónica (hasta un mes) a la alta glucosa o manitol sobre la 
diferenciación osteoblástica. Los resultados de estos estudios sugieren que dicha 
exposición crónica más que la aguda favorece respuestas independientes del estrés 
osmótico en estas células (243). Los resultados de esta Tesis en las células MC3T3-
E1, utilizando  un tiempo relativamente corto (5 días) de exposición a la glucosa 
elevada, están de acuerdo con esta hipótesis. El hecho de que, en estas condiciones, 
el estrés osmótico parezca ser el principal mediador de los cambios inducidos por la 
alta glucosa en la expresión génica de diferentes marcadores osteoblásticos no es 
sorprendente, al considerar que los osteoblastos no expresan Glut 2, el único 
transportador de glucosa con una Km suprafisiológica para la glucosa (254,255). Sin 
embargo, la elevada glucosa per se podría aumentar la expresión de Glut 1 (proteína 
que facilita el transporte de la glucosa a través de la membrana plasmática celular) en 
estas células (256), contribuyendo así a la disminución de la función osteoblástica en 
situación diabética, como se ha sugerido recientemente (243). 
Por otro lado, no se observó un efecto significativo de la alta glucosa (o el 
manitol) en la actividad de FA, la mineralización o la síntesis de colágeno en los 
cultivos celulares de MC3T3-E1, aunque sí una tendencia al aumento en estos dos 
últimos parámetros, de acuerdo con estudios previos (234, 257). Estos datos son 
discrepantes con la disminución de la DMO y la CMO en los ratones diabéticos aquí 
estudiados. Sin embargo, la situación in vivo implica la existencia de factores 
adicionales como el déficit de insulina o de IGF-1 y los productos finales de la 
glicosilación avanzada (AGES) que pueden contribuir a inhibir la mineralización de la 
matriz ósea en la diabetes (258). Además, los resultados expuestos demuestran una 
disminución moderada, aunque significativa, de células viables cuando crecen en un 
medio con alta glucosa. Esto está de acuerdo con la disminución de colonias 
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observada en las CMMO obtenidas de los ratones diabéticos o de ratones control 
cultivadas en este medio. En este sentido, un estudio realizado en células MG-63 de 
osteosarcoma humano ha demostrado que una concentración de glucosa elevada (50 
mM) afecta a la síntesis de poliaminas y disminuye así el crecimiento celular (259).  
En el presente estudio, encontramos que en las células MC3T3-E1 crecidas en 
un medio con glucosa normal, la PTHrP (107-139) aumentó la actividad de FA, la 
síntesis de colágeno y la mineralización, así como la expresión génica de diferentes 
factores osteoblásticos. Algunos de estos efectos no fueron reproducidos por el 
péptido truncado PTHrP (109-138), pero sí por la osteostatina. Además, un anticuerpo 
contra la osteostatina fue capaz de neutralizar la acción de la PTHrP (107-139) en 
estas células. Estos datos apoyan la hipótesis de que este pentapéptido es 
responsable de la interacción de la PTHrP (107-139) con los osteoblastos 
(87,251,260). De hecho, el análisis de la PTHrP (107-139) por espectroscopía de 
resonancia magnética nuclear indica que la región de las osteostatina,  en contraste 
con el resto de la secuencia, forma una estructura en forma de dedo extendido para 
interaccionar con su posible receptor, diferente del PTHR1 (261). También es de 
interés en este contexto, que la osteostatina podría generarse a partir de la PTHrP 
(107-139) in vivo, ya que este péptido es sustrato de la proteasa PHEX (gen regulador 
de fosfatos con homología para endopeptidasas en el cromosoma X), abundante en 
los osteoblastos (95).  
Los resultados de esta Tesis sugieren la existencia de una interacción en las 
vías de señalización por las que las regiones N- y C-terminal de la molécula de PTHrP 
intacta (o ambos fragmentos N-y C-terminal de esta proteína) restablecen la función 
osteoblastica alterada en la diabetes mellitus. Así, encontramos que la neutralización 
de la PTHrP endógena con anticuerpos específicos contra ambas regiones N-terminal 
y C-terminal de la PTHrP o bien antagonistas del receptor PTHR1 reprodujeron los 
efectos deletéreos de la alta glucosa en la diferenciación de las células MC3T3-E1. 
Además, la PTHrP (107-139) aumentó la expresión génica del PTHR1 en los ratones 
diabéticos in vivo y en las células MC3T3-E1 crecidas en alta glucosa. A este respecto, 
se ha demostrado que este péptido es capaz de interaccionar con la señalización de 
PTHR1 en células osteoblásticas (87); y que ambos fragmentos N- y C-terminal de la 
PTHrP combinados son igual de eficientes que cada uno de ellos por separado para 
afectar a la función osteoblástica (178,262). La activación de MAPKs podría ser un 
mecanismo clave en este sentido (81,84,253).  
Como conclusión de los Apartados 5.1 y 5.2, los hallazgos presentados en esta 
Tesis en un modelo de ratones diabéticos con osteopenia de bajo remodelado y en 
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diferentes modelos celulares in vitro que reproducen el estado diabético, demuestran 
que: 
 
1. La PTHrP ejerce un papel relevante en la disminución de la función osteoblástica en 
esta situación experimental. 
2. La PTHrP (107-139) ejerce efectos anabólicos para promover la formación y la 
regeneración ósea, independientes de su acción inhibidora de los osteoclastos. 
 
 
5.3. Efectos osteogénicos de la PTHrP (107-111) cargada en 
biocerámicas in vitro y en un modelo de regeneración ósea tras 
un defecto cavitario en el fémur del conejo in vivo 
 
Los resultados discutidos en los Apartados anteriores demuestran la acción 
osteogénica de la PTHrP (107-139), a través de la osteostatina, en un modelo de 
regeneración ósea. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas en el contexto de la 
reparación ósea, ya que sugieren que la exposición local a este pentapéptido en el 
entorno óseo promovería dicha reparación. Así pues, en una primera aproximación, 
nos propusimos confirmar esta hipótesis utilizando materiales mesoporosos cargados 
con la PTHrP (107-111). 
En primer lugar, se evaluó la capacidad de los materiales SBA-15 y C8-SBA-15 
con la PTHrP (107-111) para liberar al medio el péptido y se observó que el primero 
liberaba aproximadamente un 4% más que el material funcionalizado con C8 a lo largo 
del tiempo. Esta diferencia en el perfil de liberación con ambos biomateriales es similar 
al obtenido con los mismos materiales cerámicos cargados con L-triptófano, el 
aminoácido C-terminal de la PTHrP (107-111) (205). Hay que tener en cuenta que las 
cargas negativas del SBA-15 al pH fisiológico utilizado en el proceso de captura del 
péptido promueven las interacciones electroestáticas con las cargas ligeramente 
positivas de los grupos amino en la PTHrP (107-111) a este pH (264). Sin embargo, la 
superficie hidrofóbica del C8-SBA-15 es capaz de interaccionar con el anillo indol del 
triptófano en este péptido; aunque esta funcionalización deja un espacio disponible 
menor (ocupado por cadenas alquílicas) para la adsorción del péptido en el interior de 
los poros en comparación con el SBA-15 (205). Esto justifica que este material retenga 
algo más de PTHrP (107-111) que el C8-SBA-15.  
Los resultados expuestos demuestran que el material SBA-15 cargado con la 
PTHrP (107-111) aumenta la viabilidad celular, estimula la expresión génica y la 
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actividad de la FA, la síntesis de colágeno y los niveles de ARNm del VEGF. Aunque 
la expresión génica de OPG no se modificó por el biomaterial, la de RANKL disminuyó, 
aumentando así la relación OPG/RANKL en estas condiciones. De este modo, el SBA-
15 cargado con la PTHrP (107-111) podría inhibir la osteoclastogénesis in vivo, de 
acuerdo a las propiedades antiresortivas de este péptido (97,264). El material C8-SBA-
15 cargado con la PTHrP (107-111) indujo efectos similares a los observados con el 
material sin funcionalizar a los 8 días de cultivo, aumentando además la expresión 
génica de OPG y OC. Estas diferencias entre ambos materiales no parecen deberse a 
distintas cantidades de péptido liberado a los 8 días de cultivo, que fueron similares en 
un rango de 0,5-1 nM. Por el contrario, parecen más bien relacionadas con un posible 
aumento de la concentración local en el microambiente óseo de la PTHrP (107-111) en 
la superficie externa del C8-SBA-15. Así pues, estos datos sugieren la mayor eficacia 
de este biomaterial comparado con el SBA-15 cargado con la PTHrP (107-111) para 
modular la función osteoblástica.  
Ambos materiales sin péptido cargado fueron ineficaces sobre los parámetros 
estudiados en estas células, indicando que la PTHrP (107-111) es responsable de los 
efectos osteogénicos observados. Conviene resaltar que un único pulso de dos días 
de osteostatina, a la máxima concentración liberada por los biomateriales estudiados 
(80 nM) fue menos eficaz que la exposición continua y prolongada a los biomateriales 
para inducir la mineralización en las células MC3T3-E1. En este sentido, estudios 
previos en cultivos primarios de células osteoblásticas de calotas de rata han 
demostrado que la PTHrP (107-111) a concentraciones incluso <nM induce el 
crecimiento celular (251). Los datos aquí presentados ponen de manifiesto que el 
péptido liberado por los biomateriales en este rango de dosis induce efectos 
osteogénicos en las células MC3T3-E1. Estos hallazgos apoyan la idoneidad de los 
biomateriales cargados con PTHrP (107-111) para su liberación local e inducir 
osteogénesis, un aspecto especialmente relevante desde la perspectiva de su 
potencial uso clínico.  
Considerando estos hallazgos in vitro, nos propusimos determinar la capacidad 
osteogénica de la PTHrP (107-111) cargada en estos materiales mesoporosos in vivo. 
Con tal finalidad, se desarrolló un modelo de regeneración ósea tras provocar un 
defecto cavitario en el fémur de conejo. A las 4 semanas del defecto, tanto el SBA-15 
como el C8-SBA-15 promovieron la osteointegración, con presencia de tejido 
conectivo y osteoide, de acuerdo con estudios anteriores con otros materiales 
cerámicos (265). Este efecto fue más acusado en el caso de ambos biomateriales con 
osteostatina adosrbida, como indica la presencia de trabéculas neoformadas en las 
inmediaciones del biomaterial y la menor cápsula fibrosa, sobre todo a las 8 semanas. 
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La ausencia de respuesta inflamatoria con estos biomateriales, como indica la 
ausencia significativa de células con tinción de RAM11 (macrófagos) y TRAP, como 
consecuencia de su estabilidad (sin degradación aparente) constituye una ventaja de 
este tipo de biomateriales (265). Un cierto grado de actividad de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1 y 6) se detecta en fases precoces de desarrollo del callo de fractura 
en algunos modelos animales (183). Sin embargo, una inflamación sostenida asociada 
a la degradación de materiales como el β-TCP (fosfato tricálcico ultraporoso) o el 
DCaS (sulfato de calcio denso) puede comprometer la regeneración ósea en defectos 
óseos -como consecuencia del desacoplamiento entre la regeneración ósea y la 
resorción- (265).  
Se han mencionado las características de la PTH y del fragmento N-terminal de 
la PTHrP como agentes anabólicos cuando se administran de forma sistémica en 
humanos y en modelos animales de osteoporosis y/o fractura ósea. En concreto, 
estudios en los que se utiliza la PTHrP (1-36) o un análogo sintético de la PTHrP (RS-
66271) han demostrado un aumento de la DMO de la columna vertebral en mujeres 
postmenopaúsicas, así como del hueso cortical y trabecular en ratas osteopénicas 
(41). Además, el RS-66271 de modo sistémico ha demostrado ser eficaz para 
aumentar la reparación ósea en conejos tratados con glucocorticoides (osteopénicos), 
aumentando la DMO y los parámetros biomecánicos y normalizando los cambios 
histológicos inducidos por la pérdida de hueso (266). Por otro lado, diferentes factores 
locales óseos (IL-1/6, IGF-1, TGF-β, BMPs) han sido propuestos como posibles 
agentes para promover la reparación ósea (183, 267), aunque existen pocos estudios 
del efecto de dichos factores incorporados a un material en este contexto. Algunas 
BMPs son necesarias para el desarrollo óseo e inducen formación ósea endocondral 
cuando son inyectadas subcutáneamente en ratones (179). En un modelo de fractura 
en ratón, la expresión génica de BMP2 y BMP4 aumentó a tiempos cortos, mientras 
que BMP5, BMP6 y BMP7 se expresaron a tiempos largos (268). Este hecho 
concuerda con los resultados observados en humanos donde se observa que BMP3 y 
BMP7 se expresan en osteoblastos que sintetizan hueso neoformado, mientras que la 
BMP2 y la BMP4 se expresan de forma mayoritaria en los condrocitos maduros e 
hipertróficos (269). 
La liberación local de factores de crecimiento en defectos óseos, como 
representa el modelo usado en esta Tesis, se ha demsostrado como eficaz y ventajosa 
frente a su administración exógena. Así, un estudio en ratas sometidas a un defecto 
segmentario en el fémur e implantadas con matrices degradables que contenían ADN 
plasmídico de BMP4 y/o del fragmento 1-34 de la PTH aumentaron (en mayor medida 
cuando la matriz poseía ambos factores) la formación de hueso nuevo en el defecto 
        Tesis doctoral Daniel Lozano Borregón - Discusión 
 
 
89 
provocado (270). Algunos autores han estudiado la interacción entre la PTHrP y el 
IGF-1 endógenos como reguladores de la reparación ósea tras la fractura en ratas 
(271). En este modelo, al inicio de la formación del callo cartilaginoso, el IGF-1 parece 
aumentar la condrogéneis, mientras que la PTHrP regularía la tasa de diferenciación 
de condrocitos y, tras la osificación endocondral, ambos factores parecen actuar 
coordinadamente para aumentar la osteogénesis a través de acciones autocrinas y 
paracrinas. La PTHrP, cuya expresión aumenta en las células preosteoblásticas, a 
través de su fragmento N-terminal podría estimular la diferenciación y la síntesis de 
colágeno en estas células a través del IGF-1 (271). Los resultados de esta Tesis 
obtenidos en el modelo de defecto cavitario apoyan la hipótesis de que el fragmento C-
terminal de la PTHrP ejerce efectos anabólicos locales para promover la reparación 
ósea, posiblemente independientes del IGF-1, basándonos en datos previos in vitro 
(84). Los datos expuestos resaltan la importancia de la osteostatina como factor 
anabólico liberado de forma local en las inmediaciones de los materiales implantados; 
como demuestra la histología y el análisis de µCT. 
A la vista de los resultados expuestos in vitro e in vivo, la PTHrP (107-111) 
cargada en el material C8-SBA-15 ejerce un mayor efecto osteogénico en 
comparación con el material sin funcionalizar. Es posible que el mayor efecto 
osteogénico con este biomaterial se deba al péptido remanente adsorbido a la 
cerámica, cuyas concentraciones aparentes demostraron ser suficientes para 
estimular la proliferación de células osteoblásticas in vitro, en comparación con el 
SBA-15 en el que el péptido es liberado de forma más rápida. 
Como conclusión de este Apartado 5.3, teniendo en cuenta que en el 
tratamiento de defectos óseos, hay situaciones que precisan técnicas de ingeniería 
tisular para favorecer la regeneración ósea, los hallazgos presentados en esta Tesis 
son elevantes en este escenario al demostrar: 
 
1. La capacidad de biomateriales cerámicos como soportes de liberación local de la 
PTHrP (107-111) para favorecer la regeneración ósea tras un defecto cavitario en el 
fémur del conejo. 
2. Las acciones osteogénicas de estos biomateriales a través de sus acciones directas 
sobre los osteoblastos. 
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6. Conclusiones 
 
A partir de los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, podemos llegar a 
las siguientes conclusiones: 
 
1.- La PTHrP juega un papel relevante en la disminución de la función osteoblástica 
asociada a la DM tipo 1. 
 
2.- La PTHrP (107-139) ejerce efectos anabólicos sobre la formación y la regeneración 
ósea, independientes de su acción inhibidora de los osteoclastos, en el  modelo de 
ratones diabéticos con bajo remodelado óseo. 
  
3.- La PTHrP (107-139) y el dominio de la osteostatina inducen efectos anabólicos 
sobre la osteogénesis en células osteoblásticas de distinto grado de diferenciación in 
vitro.  
 
4.- Estos efectos osteogénicos de la PTHrP C-terminal son similares a los inducidos 
por el fragmento N-terminal homólogo con la PTH.  
 
5.- Los materiales cerámicos SBA-15 y C8-SBA-15 son idóneos como soporte de 
liberación de la PTHrP (107-111) para favorecer la regeneración ósea en un modelo 
de defecto cavitario en conejos. 
 
 
Los hallazgos de esta Tesis Doctoral, planteada como aproximación 
experimental preclínica, apoyan la posible utilización del fragmento 
C-terminal de la PTHrP con la secuencia osteostatina como 
alternativa terapéutica en la reparación y la regeneración óseas.  
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